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Le tossine botuliniche sono enzimi batterici che 
bloccano il rilascio di neurotrasmettitore a livello delle sinapsi 
centrali e periferiche; la loro azione a livello della giunzione 
neuromuscolare viene utilizzata in clinica per il trattamento di 
disturbi del movimento quali le distonie e la spasticità. Esistono 
sette serotipi diversi di tossine botuliniche, che vengono 
indicati con le lettere dalla A alla G (BoNT/A-BoNT/G). Il 
loro meccanismo d’azione consiste nel tagliare alcune proteine 
del complesso SNARE1: VAMP, SNAP-25 o sintaxina, 
interferendo così con la fusione delle vescicole al terminale 
sinaptico.  
Comunemente si riteneva che le azioni delle BoNTs 
rimanessero ristrette al sito di iniezione; tuttavia, dati recenti 
del nostro laboratorio indicano una possibilità di trasporto 
assonale. Il trasporto assonale potrebbe spiegare alcuni degli 
effetti a livello di sistema nervoso centrale che sono stati 
riscontrati nei pazienti trattati intramuscolarmente con le 
BoNTs. In questa tesi ho quindi investigato la possibilità di 
trasporto assonale utilizzando la BoNT/A, che è il serotipo più 
usato a livello clinico. Gli studi sono stati condotti sul sistema 
visivo di Ratto adulto, in cui abbiamo valutato sia il trasporto 
anterogrado (iniettando la BoNT/A nell’umor vitreo 
dell’occhio) che il trasporto retrogrado (iniettando la tossina 
                                                 
1  Solubile NSF (Nethylmaleimide-Sensibitive Fusion) Attachment Protein 
Receptor. 
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nel collicolo superiore). In questo modo è stato possibile 
valutare la propagazione anterograda e retrograda degli effetti 
della tossina andando a valutare il taglio proteolitico del 
substrato di BoNT/A: la proteina sinaptica SNAP-25. 
A seguito di iniezioni intraoculari, l’analisi biochimica ha 
evidenziato alti livelli di SNAP-25 tagliata nella retina trattata e 
quantità significative dello stesso substrato tagliato nel collicolo 
controlaterale all’iniezione. Al contrario, nessun segnale si 
ritrovava nel collicolo ipsilaterale, escludendo quindi l’ipotesi 
di una diffusione sistemica della BoNT/A. Inoltre, quando la 
propagazione anterograda era bloccata dall’iniezione di 
colchicina, non si ritrovava SNAP-25 tagliata nel collicolo 
controlaterale, dimostrando così il ruolo cruciale del trasporto 
mediato dai microtubuli. A livello immunoistochimico la 
marcatura di SNAP-25 tagliata nel collicolo è associata a fibre e 
terminali sinaptici. In esperimenti preliminari non abbiamo 
riscontrato una colocalizzazione significativa tra SNAP-25 
tagliata e marcatori delle terminazioni retiniche (il 
trasportatore vescicolare per il glutammato vGlut2 e il 
tracciante anterogrado tossina del colera – CTB – iniettato 
nell’occhio), suggerendo quindi che l’effetto della BoNT/A 
possa estendersi a sinapsi distinte da quelle delle cellule 
gangliari. 
Dopo iniezioni nel collicolo superiore, l’analisi 
immunoistochimica ha rivelato molte sinapsi positive per 
SNAP-25 tagliata nella retina (propagazione retrograda). In 
particolare, risultano marcate le cellule amacrine colinergiche e 
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le cellule bipolari, due tipi cellulari presinaptici alle gangliari. 
Questo dato ci suggerisce la capacità della BoNT/A di eseguire 
transcitosi. Inoltre, anche alcuni fotorecettori sono risultati 
positivi per SNAP-25 tagliata e questo dato suggerisce che la 
BoNT/A possa compiere un secondo ciclo di transcitosi.  
Esperimenti in corso sono volti a determinare se questa 
propagazione anterograda e retrograda sia associata a effetti 
funzionali. In particolare stiamo valutando se la presenza di 
SNAP-25 tagliata in sinapsi lontane dal sito di iniezioni possa 
indurre un blocco del normale ciclo di esocitosi delle vescicole. 
In conclusione, i nostri dati dimostrano che gli effetti 
della BoNT/A si propagano sia anterogradamente che 
retrogradamente all’interno del sistema visivo del Ratto. 
Queste osservazioni potrebbero avere implicazioni importanti 
















Botulinum neurotoxins (BoNTs) are bacterial enzymes 
which block neurotransmitter release in central and peripheral 
synapses; their action at the neuromuscular junction is used to 
treat movement disorders such dystonia and spasticity. There 
are seven different serotypes of botulinum neurotoxins which 
are indicated with letters from A to G (BoNT/A-BoNT/G). 
Their action is based on the specific cleavage of synaptic 
proteins that belongs to the SNARE complex (VAMP, SNAP-
25 or sintaxin), thus interfering with vescicle fusion at the 
synaptic terminal. 
Until now it was assumed that the action of botulinum 
toxins remains at the injection site; however, recent data from 
our laboratory indicate the possibility of axonal transport. 
Axonal transport could explain some of the effects on central 
nervous system that were found in patients treated with 
intramuscular BoNTs. In this thesis I investigated the 
possibility of axonal transport using BoNT/A, which is the 
most used serotype in clinical studies, and acts by cleaving the 
synaptic protein SNAP-25. My studies were performed on 
adult rat visual system. We observed both anterograde and 
retrograde propagation of BoNT/A effects. For studies on 
anterograde transport, BoNT/A  was injected into the vitreous 
humour of the eye and SNAP-25 cleavage was assessed in the 
superior colliculus; for retrograde transport studies, BoNT/A 
was delivered to the superior colliculus and its effects were 
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monitored in the retina. After intraocular injections, the 
biochemical analysis demonstrated high levels of cleaved 
SNAP-25 in treated retina. Smaller but significant amounts and 
a lot of the same substrate cleaved in controlateral colliculus. 
On the other hand, there was no signal in ipsilateral colliculus, 
excluding the hypothesis of a systemic diffusion of BoNT/A. In 
addition, when the microtubule.depolimirizing agent 
colchicine was co-injected with BoNT/A, there was no cleaved 
SNAP-25 in controlateral colliculus, proving the crucial role of 
microtubule-dependent transport. On the 
immunohistochemical, cleaved SNAP-25 in the colliculus is 
associated with fibers and synaptic terminals. In preliminary 
experiments we didn’t found a purposeful co-localization of 
cleaved SNAP-25 with markers of retinal termination (the 
vescicolar glutamate transporter vGlut2 and anterograde 
marker cholera toxin B – CTB – injected in the eye), 
suggesting that the effect of BoNT/A could go to other 
synapses from ganglion cells. 
After injections in the superior colliculus, the staining 
analysis revealed many positive synapses for cleaved SNAP-25  
in the retina (retrograde propagation). In particular 
colingergical amacrin cells and bipolar cells are marked; they 
are two cellular types which are presynaptic to ganglion cells. 
This data suggest us that BoNT/A has the capacity to make 
transcitosis. Moreover, even some photoreceptors were 
positive for cleaved SNAP-25; this evidence suggest us that 
probably BoNT/A could make a second transcitosis cycle too. 
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Experiments ongoing are turning attention to value if 
this anterograde and retrograde propagation is associated with 
functional effects. In particular, we are investigating if the 
presence of cleaved SNAP-25 in synapses far from the injection 
site could induce a blockage of normal exocitosis cycle of 
vescicles. 
In conclusion, out data demonstrate that the effects of 
BoNT/A are spread anterograde and retrograde in the rat 
visual system. These observations could have important 





















1.1 Le neurotossine botuliniche 
 
Molte migliaia di specie viventi producono tossine per 
modificare la fisiologia di altre specie in modo da aumentare le 
proprie possibilità di sopravvivenza. Il sistema nervoso svolge 
un ruolo essenziale nella fisiologia umana, pertanto non 
sorprende che le tossine più note siano quelle che agiscono a 
livello di tessuto nervoso. Una delle caratteristiche principali 
delle neurotossine esistenti è quella di essere molto specifiche 
per il proprio bersaglio molecolare, in quanto sono frutto di 
una lunga co-evoluzione fra le specie che le producono e quelle 
che ne sono bersaglio. Ne consegue che lo studio del loro 
meccanismo d’azione possa rivelare aspetti fondamentali della 
fisiologia nervosa. 
La famiglia delle tossine clostridiali è composta dalla 
neurotossina tetanica e dai sette serotipi di tossine botuliniche 
differenti. La tossina tetanica (TeNT) è prodotta dal batterio 
Clostridium tetani, mentre le tossine botuliniche (BoNTs) dal 
Clostridium botulinum. La peculiarità di queste tossine è quella 
di bloccare la trasmissione sinaptica interferendo direttamente 
e selettivamente sul rilascio del neurotrasmettitore (Schiavo et 
al., 2000).  Per realizzare questo esse agiscono a livello della 
terminazione presinaptica, tagliando selettivamente alcune 
proteine di membrana (“complesso SNARE”) implicate nel 
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rilascio del neurotrasmettitore2. Una volta tagliate, le proteine 
del complesso SNARE non sono più capaci di realizzare la 
fusione fra vescicole e terminale sinaptico; in questo modo 
viene influenzato il rilascio del neurotrasmettitore.  
Le BoNTs sono delle metalloproteasi e sono la causa di 
tutti i sintomi di una malattia neuroparalitica nota come 
“botulismo”. Nel botulismo si ha una paralisi flaccida dovuta al 
fatto che le tossine inibiscono il rilascio di acetilcolina a livello 
della giunzione neuromuscolare. La scoperta che le BoNTs 
causavano il blocco della giunzione neuromuscolare con 
un’elevata specificità d’azione ha portato ad un crescente uso 
clinico di queste tossine nel trattamento di malattie causate da 
iperattività dei terminali nervosi periferici (quali le distonie). 
Inoltre, la tossina botulinica di tipo A viene anche ampiamente 
utilizzata nelle cliniche di bellezza. 
  Al contrario delle BoNTs, che agiscono a livello 
periferico del neurone, la tossina tetanica può muoversi lungo 
gli assoni in maniera retrograda, raggiungendo il soma di 
motoneuroni spinali ed entrando, tramite transcitosi, 
all’interno degli interneuroni GABAergici dove svolgerà la sua 
funzione tossica. La perdita dell’inibizione dei motoneuroni 
spinali causa un incontrollato rilascio di impulsi causando una 
paralisi di tipo spastico definita “tetano” (Fig.1). 
 
                                                 




Fig.1: Rappresentazione del diverso comportamento della tossina 
tetanica e delle tossine botuliniche (Lalli et al., Trends in Microbiology). 
 
 
1.1.2 Struttura delle BoNTs e della TeNT 
 
Per capire il meccanismo d’azione delle BoNT è 
necessario conoscere le loro principali caratteristiche 
strutturali. Le tossine botuliniche e tetanica sono sintetizzate 
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nel citosol del batterio e, in seguito a lisi cellulare, vengono 
rilasciate nel mezzo di coltura come una singola catena 
peptidica di 150 kDa. A rendere tali tossine biologicamente 
attive è la processazione che esse subiscono da parte di alcune 
proteasi batteriche o tissutali (Turton et al., 2002). Una volta 
completata, la tossina è composta da una catena leggera (L) di 
50 kDa e da una catena pesante (H) di 100 kDa, costituita da 
due domini di 50 kDa. Le catene H ed L sono legate fra loro 
mediante un ponte disolfuro (responsabile della tossicità della 
tossina), un segmento della catena H che gira attorno alla L e 








Fig. 2a: Struttura di una neurotossina botulinica (BoNT/A). La 
catena pesante e la catena leggera sono legati da un singolo legame 
disulfidico Cys430-Cys454. La catena leggera mostrata in rosso, funziona 
come Zinco-endopeptidasi. La catena pesante comprende due domini 
funzionali  di 50 kDa: HN, mostrato in blu, è il dominio di traslocazione; 
HC, mostrato in verde, è invece il dominio di legame (immagine tratta da 
Turton et al., 2002). 
 
Recentemente è stata determinata la struttura terziaria 











Fig. 2 b: Struttura terziaria di BoNT/A. I tre domini funzionali 
sono distinti strutturalmente e orientati in modo che tra loro non ci siano 
contatti. Il HC di legame ha una struttura a 3 foglietti β ripiegati; il 
dominio HN di traslocazione è composto da due lunghe eliche e da un 
loop che occlude il sito attivo del dominio catalitico; il dominio catalitico 
alloggia l’atomo di Zinco e possiede il motivo conservato HExxH 
caratteristico delle endopeptidasi Zinco-dipendenti (immagine tratta da 
Turton et al., 2002).    
 
All’interno della tossina è quindi possibile individuare 
tre domini di 50 kDa, strutturalmente distinti ed orientati in 
modo che fra loro non vi sia alcun contatto. Essi sono:  
- un dominio in cui è presente l’attività endopepsidasica 
Zinco-dipendente nella catena L; 
- un dominio di traslocazione nella metà N-terminale 
della catena H; 
- un dominio di legame nella metà C-terminale della 
catena H. 
Attraverso l’organizzazione in tre distinti domini le 
tossine clostridiali possono svolgere la loro attività di 
intossicazione neuronale, che avviene in tre stadi. Inizialmente 
la membrana presinaptica delle cellule neuronali viene legata 
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dal dominio C-terminale della catena H (HC), permettendo 
così l’entrata della tossina nelle cellule tramite endocitosi in 
vescicole; successivamente la tossina trasloca, attraverso la 
membrana vescicolare e tramite il dominio N-terminale della 
catena H (HN). Infine, la neuroesocitosi viene bloccata 
dall’attività enzimatica presente nella catena L. 
Ad oggi si conoscono sette serotipi diversi di BoNTs, 
che vengono identificati con le lettere che vanno dalla A alla G 
(BoNT/A-BoNT/G). Di questi, i serotipi A, B, E ed F sono 
implicati nel botulismo umano (mentre i serotipi C, D e G 
interessano quello animale). Al contrario delle BoNTs, che 
agiscono a livello periferico del neurone, la BoNT/B presenta 
un’omologia di struttura con la tossina tetanica.  
Le differenti neurotossine sono in genere prodotte da 
differenti ceppi di Cl. botulinum, ma recentemente sono stati 
identificati ceppi che contengono geni codificanti per due 
diverse tossine ed anche un ceppo che produce una tossina 
chimerica C-D. 
 
1.2 Azione delle BoNTs 
 
Il meccanismo di intossicazione neuronale delle BoNTs e 
della TeNT è strettamente correlato con l’organizzazione 
strutturale in tre domini distinti e consiste di quattro stadi (Fig. 
3): 
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1.  legame alla membrana presinaptica delle cellule 
neuronali, mediato dal dominio C-terminale della catena H 
(HC);  
2. entrata nelle cellule all’interno di vescicole;  
3.  traslocazione attraverso la membrana vescicolare 
mediata dal dominio N-terminale della catena H (HN); 
4.  blocco della neuroesocitosi, dovuto all’attività 










1.3.1 Il legame alla membrana di cellule bersaglio 
 
 
Le BoNTs e la TeNT raggiungono la membrana 
presinaptica dei neuroni diffondendo attraverso i fluidi 
corporei e, sebbene ci siano evidenze che la metà carbossi-
terminale della catena H abbia un ruolo importante nel legame 
neuro specifico (Shone et al., 1985), pare che anche altre 
regioni delle tossine stesse siano implicate nel processo di 
binding. Difatti, immunizzazioni con il frammento HC 
Fig. 3: Meccanismo di intossicazione neuronale delle BoNT : 
1)legame a un recettore della membrana presinaptica mediato dal 
dominio HC; 2)entrata nelle cellule all’ nt rno di  vescicole; 
3)traslocazione attraverso la membrana vescicolare mediata dal dominio 
HN; 4)blocco della neuroesocitosi, dovuto all’attività enzimatica della 
catena L (immagine tratta da Schiavo et al., 2000). 
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mostrano solo una protezione parziale dall’intossicazione con 
BoNT intatta (Poulain et al., 1991). 
Numerosi studi dimostrano che l’estrema specificità 
delle neurotossine clostridiali per le cellule nervose è in parte 
dovuta alla loro capacità di riconoscere specifici 
polisialogangliosidi, abbondantemente presenti nel tessuto 
nervoso (Kitamura et al., 1980; Montecucco et al., 1988). I 
gangliosidi sono glicosfingolipidi sialiati presenti nella 
membrana presinaptica; essi sono implicati nello sviluppo, 
nella funzione e nel mantenimento del sistema nervoso 
(Ledeen et al., 1978; Simons and Ikonen, 1997; Vyas et al., 
2002). Ad ogni modo, non essendo questi ultimi le uniche 
molecole presenti nelle membrane presinaptiche, è possibile 
che le BoNTs si leghino specificatamente anche ad altri 
componenti di membrana. È stato infatti dimostrato che sono 
coinvolte anche alcune proteine delle vescicole sinaptiche. 
A questo proposito è stato proposto un modello definito 
“a doppio recettore” secondo cui la TeNT e le BoNTs 
legherebbero in maniera forte e selettiva la membrana 
presinaptica, interagendo sia con i recettori gangliosidici che 
con quelli proteici (Schiavo e Montecucco, 2004). In 
particolare, i polisialogangliosidi determinerebbero l’accumulo 
iniziale delle BoNTs sul piano della membrana plasmatica ed in 
seguito, le neurotossine riconoscerebbero i propri recettori 
proteici. Tale modello è sostenuto dal fatto che nel dominio HC 
sono presenti un sottodominio di legame per gli zuccheri e un 
sottodominio di legame per le proteine (Umland et al., 1997; 
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Lacy et al., 1998).  Ad ogni modo, lo studio di questi recettori è 
ancora in fase di avanzamento. 
L’identità del recettore proteico è stata riconosciuta 
soltanto per alcuni serotipi di tossine botuliniche: ad esempio, 
BoNT/B e BoNT/G interagiscono selettivamente con il 
dominio luminale della proteina vescicolare Sinaptotagmina I e 
II Syt-Ι, Syt-ΙΙ). BoNT/B ha un’affinità maggiore per Syt-ΙΙ, 
mentre BoNT/G interagisce preferenzialmente con Syt-Ι 
(Nishiki et al., 1994; Dong et al., 2003). 
  Di recente è stato mostrato che esiste un’interazione 
molto specifica fra la neurotossina BoNT/A e il dominio 
luminale di SV2 (Synaptic Vescicle protein 2; Dong et al., 2006). 
La proteina SV2 è altamente glicosilicata e possiede dodici 
domini putativi transmembrana (Fig. 4). La sua funzione di 
SV2 nel tessuto nervoso non è ancora stata definita, ma è noto 
che nelle cellule endocrine è implicata nel meccanismo di 










Fig. 4: Rappresentazione schematica del recettore SV2. Si pensa 
che SV2 possieda 12 regioni transmembrana, estremità N-terminale e C-
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terminale esposte al citosol e un grosso dominio intravescicolare, critico 
per il legame di BoNT/A (immagine tratta da Dong et al., 2006). 
 
Nei Vertebrati esistono tre geni SV2 codificanti per 
proteine altamente omologhe chiamate SV2A, SV2B, SV2C 
(Bajjalieh et al., 1992 e 1993). SV2A è universalmente presente 
in quasi tutti i neuroni, mentre SV2C sembra trovarsi solo in un 
piccolo gruppo di neuroni che si trovano nel proencefalo basale 
(Verderio et al., 2008). Inoltre, mentre SV2A è presente sia in 
sinapsi eccitatorie che inibitorie, SV2B si trova solo in sinapsi 
inibitorie e SV2C è ristretto ad una subpopolazione di 
terminali GABAergici. Questi risultati mostrano che vi sono 
recettori per la tossina in ogni tipo neuronale. La preferenza di 
BoNT/A e BoNT/E per le sinapsi eccitatorie non risulta 
quindi dall’assenza di recettori per le BoNTs negli 
interneuroni, che potrebbero condurre a una penetrazione 
difettosa della tossina, né da una minor persistenza della tossina 
nei neuroni inibitori. Inoltre, espressioni esogene di SNAP-25 
in neuroni inibitori determinano il riciclaggio delle vescicole 
GABAergiche sensibile alla BoNT/A, indicando così che è 
SNAP-25 e non la penetrazione della tossina alla base dei 
diversi effetti delle due neurotossine ai terminali eccitatori ed 
inibitori (Verderio et al., 2008). 
In sostanza BoNT/A riesce ad interagire con tutti e tre i 
tipi di recettore, nonostante abbia una maggiore affinità con il 
dominio luminale L4 di SV2C (Dong et al., 2006). Nonostante 
questo, SV2A ed SV2B sono comunque responsabili del 
legame di BoNT/A a neuroni ippocampali in coltura e nella 
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giunzione neuromuscolare (Dong et al., 2006). In contrasto a 
questo risultato Mahrhold et al. (2006) non riscontrano un 
significativo contributo di SV2A ed SV2B all’intossicazione da 
parte di BoNT/A dei terminali dei motoneuroni. 
Oltre a ciò, SV2 e la sinaptotagmina sono stati 
identificati come recettori per i serotipi A e B delle BoNTs 
rispettivamente. Usando la cromatografia affine, pare che 
BoNT/A e BoNT/B  leghino vescicole sinaptiche proteiche 
che si complessano in sinaptosomi (Baldwin et al., 2007). Tali 
serotipi esibiscono poi interazioni uniche con i complessi 
proteici delle vescicole sinaptiche. L’associazione di BoNT/A e 
BoNT/B con tali complessi implica un ruolo fisiologico per i 
complessi proteici nella biologia delle vescicole sinaptiche e 
procura profonde interazioni fra BoNTs e recettori neuronali. 
Lo studio dei vari recettori per le neurotossine 
rappresenta un importante campo di indagine che è ancora 
aperto; l’identificazione dei recettori delle diverse BoNTs 
rappresenterebbe non soltanto un progresso per le 
neuroscienze, ma anche un notevole contributo per il 
miglioramento dei protocolli terapeutici basati sulle BoNTs. 
 
1.2.1 L’internalizzazione delle tossine botuliniche 
nei neuroni 
 
Tutti i dati disponibili riguardo il meccanismo di 
internalizzazione nel terminale presinaptico indicano che le 
tossine botuliniche non entrano nella cellula direttamente 
 23 
attraverso la membrana plasmatica, bensì vengono endocitate 
all’interno di compartmenti cellulari acidi. Studi con il 
microscopio elettronico hanno mostrato che, dopo il legame 
alla membrana, le BoNT entrano nel lume di strutture 
vescicolari attraverso un processo temperatura ed energia 
dipendente (Critchley et al., 1985; Black and Dolly, 1986; 
Matteoli et al., 1996).  
Esperimenti effettuati su neuroni del midollo spinale di 
topo (Lalli et al., 1999) hanno stabilito che il dominio HC di 
BoNT/A, BoNT/B, e BoNT/E, è sufficiente per il processo di 
internalizzazione. 
È noto che a livello della giunzione neuromuscolare, 
l’attività delle neurotossine botuliniche è influenzata dalla 
stimolazione nervosa (Simpson et al., 1980) in quanto la 
paralisi neuromuscolare indotta dalla somministrazione delle 
BoNT avviene molto più rapidamente se il terminale nervoso 
viene stimolato ad alta frequenza. L’aumento 
dell’internalizzazione delle BoNT conseguente all’aumento 
dell’attività sinaptica suggerisce che le strutture vescicolari 
responsabili dell’entrata delle neurotossine potrebbero essere 
le vescicole sinaptiche SSV (Small Synaptic Vesicle) implicate 
nel rilascio del neurotrasmettitore. Infatti, i domini luminali 
SV2 con cui interagiscono BoNT/A, Sinaptotagmina I e II, 
BoNT/B e BoNT/G vengono esposti durante il processo di 
fusione della vescicola alla membrana plasmatica. 
Al contrario, Dong e collaboratori, (2006) utilizzando 
come modello gli stessi neuroni ippocampali in coltura, 
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mostrano che BoNT/A viene internalizzata in maniera attività-
dipendente insieme ad un anticorpo che riconosce il dominio 
luminale della proteina vescicolare sinaptotagmina. Questi 
risultati e la scoperta che alcuni serotipi legano la porzione 
luminale di proteine vescicolari indicano che le neurotossine 
botuliniche utilizzano le vescicole sinaptiche come “cavallo di 






Fig. 5:. Rappresentazione schematica del meccanismo di entrata 
delle BoNT nella terminazione presinaptica. Le BoNT si legano alla 
membrana presinaptica attraverso l’interazione con gangliosidi e con il 
dominio luminare di proteine vescicolari. In seguito al processo di 
riciclaggio delle SSV, le BoNT raggiungono il citosol (Immagine tratta da 
Verderio et al., 2006). 
 
 
1.2.2 Internalizzazione, trasporto retrogrado e 
transcitosi della tossina tetanica 
 
Per quel che concerne la tossina tetanica, è noto che essa 
si lega alla membrana dei terminali assonici secondo il processo 
di internalizzazione. Dopodiché, essa viene trasportata 
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retrogradamente lungo l’assone. Come per le tossine 
botuliniche, la catena pesante H gioca un ruolo importante 
nella formazione di un legame specifico con la membrana. La 
TeNT lega i poligangliosidi GD1b e GT1b in maniera specifica 
e si pensa che ciò avvenga in due passaggi: nel primo lega il 
ganglioside, nel secondo la glicoproteina. Di recente sono stati 
individuati due recettori proteici per la tossina tetanica: la 
proteina Thy1 e il recettore per le neurotrofine p75.  
Come le BoNTs, anche la TeNT entra nei terminali 
assonici attraverso l’ausilio di strutture vescicolari (gli 
endosomi). Inoltre, il tipo di spostamento è retrogrado e 
pertanto non c’è una fermata a livello dell’apparato del Golgi. Il 
trasporto assonale è un movimento che prevede il caricamento 
degli endosomi sul macchinario di trasporto assonale; il 
trasporto dell’endosoma avviene ad una velocità di circa 0.5-25 
mm/h. Non si sa ancora molto al riguardo, sebbene ci siano 
chiare evidenze del fatto che la TeNT, dopo essersi spostata dal 
sito di iniezione lungo l’assone ed aver raggiunto le 
terminazioni dendritiche del motoneurone spinale, si trovi 
vicino al suo bersaglio: un interneurone inibitorio 
GABAergico. Esso proietta il proprio terminale assonico sui 
dendriti del motoneurone spinale. Sostanzialmente dati 
immunoistochimici e di Western Blot mostrano che tramite 
transcitosi la tossina riesce a fuoriuscire dal motoneurone e ad 
insinuarsi nella terminazione sinaptica dell’interneurone 
inibitorio; dopodiché, attraverso il blocco dell’attività di 
questo, la TeNT interferisce con la conduzione neuronale. 
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Le conseguenze di questo processo sono gravi e causano 
i sintomi di una patologia conosciuta come “tetano”, in cui 
viene a mancare l’inibizione delle scariche dei motoneuroni; 
pertanto, essi inviano impulsi incontrollati verso i propri 
bersagli (muscoli di vario tipo), caratterizzando la tipica 
sintomatologia tetanica3. 
 
1.2.3 La traslocazione attraverso la membrana 
vescicolare delle tossine botuliniche e tetanica 
 
Il dominio con attività endopeptidasica (catena L) deve 
raggiungere il citosol per esplicare la propria attività catalitica. 
Per far questo la catena L deve oltrepassare la barriera 
idrofobica della membrana vescicolare, mentre l’ambiente 
acido presente dentro la vescicola stessa facilita la traslocazione 
transmembrana. Il meccanismo di questo processo si basa sulla 
caratteristica delle tossine di riuscire a passare, in caso di pH 
acido, da una struttura neutra solubile in acqua ad una acida in 
grado di far esporre alla tossina dei gruppi idrofobici sulla 
propria superficie. Chiaramente, con tale struttura idrofobica la 
neurotossina è maggiormente facilitata ad oltrepassare il 
doppio stato lipidico della membrana vescicolare (Bouquet e 
Duflot, 1982; Cabiaux et al., 1985; Roa e Boquet, 1985; 
Montecucco et al., 1986; Menestrina et al., 1989; Schiavo et al., 
1991). In seguito all’inserzione nella membrana, le BoNT 
formano canali ionici selettivi per alcuni cationi e per molecole 
                                                 
3 Si tratta di movimenti spastici ed involontari dell’individuo. 
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più piccole di 700 Da (Bouqet e Duflot, 1982; Hoch et al., 
1985; Blaustein et al., 1987; Shone et al., 1987; Gambale e 
Montal, 1988; Menestrina et al., 1989; Rauch et al., 1990; 
Schmid et al., 1993; Fisher e Montal; 2006). 
Dopo aver oltrepassato la membrana, le neurotossine 
sono capaci di formare canali ionici selettivi per vari cationi e 
molecole di peso inferiore ai 700 Da. Probabilmente la 
formazione di questi canali è correlata al processo di 
traslocazione della catena L verso il citosol cellulare. Inoltre, 
molte evidenze dimostrano che questi canali sono formati 
dall’oligomerizzazione del dominio HN (Donovan et al., 1986; 
Menestrina et al.,1989; Shmid et al., 1993; Shone et al., 1987). 
Nel tentativo di spiegare la formazione dei canali sono 
state formulate varie ipotesi.  Non è ancora chiaro come questo 
processo avvenga, ma si suppone che la catena L non si ripieghi 
a bassi pH e che permei attraverso il poro transmembrana 
formato dalle catene H. Inoltre, secondo questa ipotesi (detta 
“tunnel model”), il ponte disolfuro viene ridotto cosicchè la 
catena venga rilasciata nel citosol cellulare, dove il pH neutro le 
fa assumere la conformazione necessaria per l’attività catalitica 
(Bouqet e Duflot, 1982).  
Un secondo modello (avanzato da Beise et al., 1994) 
prevede che il canale ionico formato dalle neurotossine alteri il 
gradiente elettrochimico creato dalla pompa protonica ATP-asi 
di tipo vacuolare. Tali cambiamenti di premeabilità 
causerebbero lisi osmotica della vescicola, liberando la catena L 
all’interno del citosol. 
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Un modello più recente ipotizza invece che la catena 
pesante ad attività chaperone venga guidata da un gradiente di 
pH attraverso l’endosoma, prevenendo l’aggregazione della 
catena leggera nell’interno acido della vescicola e  mantenendo 
la catena leggera non ripiegata durante la traslocazione; in 
seguito, non appena la catena leggera si è ripiegata viene 
rilasciata a un pH citosolico neutro. In tale processo, il canale 
formato dalla catena pesante viene occluso dalla catena leggera 
durante il suo transito ed aperto poi non appena la 
traslocazione e il rilascio del cargo sono avvenuti (Montal, 
2008). In altre parole, il complesso catena pesante – catena 
leggera delle BoNTs che si trova nella membrana non è altro 
che un congegno dinamico strutturale che evita l’aggregazione 
e la traslocazione della catena leggera (Fisher and Montal, 
2007). 
 
1.2.4 L’attività endopeptidasica Zinco-dipendente 
 
L’attività catalitica delle tossine fu scoperta in seguito al 
sequenziamento del gene corrispondente (Mintone et al., 
1995). In seguito ad un’analisi comparativa delle sequenze 
amminoacidiche delle neurotossine botuliniche, è stato notato 
che nelle catene L era assolutamente conservata la breve 
sequenza Istidina-Glutammico-Xaa-Xaa-Istidina tipica delle 
Zinco-endopeptidasi, dove essa media il legame dello Zinco 
alla proteina (Montecucco, 1986).  
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Le endopeptidasi Zinco-dipendenti costituiscono una 
grande famiglia di proteasi di enorme interesse: enzimi di 
questo tipo sono infatti responsabili del controllo della 
pressione arteriosa, sono coinvolte nella risposta 
infiammatoria, nei processi di riparo tissutale e in quelli 
d'invasione e metastasi dei tumori maligni, oltre che nella 
morfogenesi durante l’embriogenesi. Proprio a causa dei loro 
importanti e molteplici ruoli, di alcune queste proteasi si 
conosce la struttura tridimensionale e il meccanismo di 
scissione del legame peptidico - in cui gioca un ruolo 
fondamentale lo Zinco. Seguendo questa osservazione iniziale 
Montecucco e collaboratori hanno misurato il contenuto in 
metalli pesanti di preparazioni altamente purificate di 
neurotossine botuliniche, trovando che tutte contengono un 
atomo di Zinco per molecola di tossina legato alla catena L 
attraverso le due istidine del segmento centrale conservato. 
Pertanto è stata avanzata l’ipotesi che, se le neurotossine 
botuliniche sono delle metalloproteasi che bloccano il rilascio 
del neurotrasmettitore contenuto nelle vescicole sinaptiche, 
allora è probabile che esse taglino una proteina della membrana 
delle vescicole stesse oppure una proteina della faccia citosolica 
della membrana presinaptica coinvolta nel legame e/o nella 
fusione della vescicola con la membrana. Quest’ipotesi si è 
rivelata fruttuosa, perché ha permesso di identificare il 
bersaglio dell’attività proteolitica delle BoNTs. 
Come già detto, le BoNTs e la TeNT sono in grado di 
effettuare un taglio proteolitico altamente specifico sulle 
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proteine di un complesso detto SNARE (soluble NSF4 
attachment protein receptor). 
L’interazione tra proteine integrali della membrana 
vescicolare (dette “v-SNARE”) e recettori proteici presenti 
nella membrana target (i “t-SNARE”) porta la membrana della 
vescicola, contenente il neurotrasmettitore, in stretto contatto 
con la membrana plasmatica; questa situazione predispone alla 
fusione delle membrane (Rizo e Sudhof, 1998). 
Successivamente la fusione viene indotta nell’istante in cui gli 
ioni Ca2+ entrano nel citosol attraverso i canali al Ca2+ 
voltaggio-dipendenti. 
Nel tessuto cerebrale sono state identificate due t-
SNARE: la sintaxina, proteina integrale di membrana e la 
SNAP-25, proteina di membrana periferica. La SNAP-25, dal 
peso di 25 kDa, è una proteina associata ai sinaptosomi. La 
proteina integrale di membrana vescicolare VAMP (o 
sinaptobrevina) è stata invece classificata come v-SNARE. La 
sintaxina, SNAP-25 e VAMP formano un complesso ternario 
estremamente stabile (Fig. 6). Per un efficiente meccanismo di 
eso- ed endocitosi delle vescicole sinaptiche il complesso deve 
essere disassemblato. Il legame di una proteina citoplasmatica 
solubile, la NSF  permette la scomposizione del trimero. 
                    
                                                 






Sia i vari serotipi delle neurotossine botuliniche che la 
TeNT possono o tagliare diverse proteine SNARE o la stessa 
proteina in punti diversi. La tossina tetanica e i sierotipi B, D, F 
e G delle BoNTs tagliano VAMP in differenti siti, BoNT/C 
taglia sia la SNAP-25 che la sintaxina e BoNT/A e BoNT/E 
tagliano la SNAP-25 (Schiavo et al., 1992 ; Schiavo et al., 1993; 
Schiavo et al., 1994). 
La VAMP/sinaptobrevina viene tagliata in un solo 
punto, diverso per ciascuna delle quattro neurotossine 
botuliniche VAMP specifiche: in ogni caso viene rimossa gran 
parte della porzione citosolica della proteina, evento che 
Fig. 6: Complesso SNARE formato da SNAP-25, VAMP e sintaxina. 
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previene la formazione del complesso trimerico. Lo stesso 
avviene nel caso della sintaxina. Diverso è il caso di SNAP-25, 
da cui la neurotossina botulinica A rimuove un piccolo 
segmento carbossi-terminale di nove amminoacidi. Quindi, 
l'eliminazione di meno del cinque per cento della massa totale 
di SNAP-25 è sufficiente a bloccarne la funzione; ciò  indica 
che questa porzione della molecola gioca un ruolo 
fondamentale nel funzionamento dell'apparato di 
neuroesocitosi. Tali risultati contribuiscono a spiegare anche la 
tremenda potenza di queste tossine: infatti, se la loro 
neurospecificità contribuisce in modo rilevante a determinarne 
la potenza, si deve anche considerare che una sola molecola di 
catena L può tagliare, una dopo l'altra, tutte le molecole 
bersaglio (VAMP/sinaptobrevina o SNAP-25 o sintaxina) 
presenti nel terminale nervoso. VAMP, SNAP-25 e sintaxina 
ricombinanti vengono tagliati nello stesso modo delle 
corrispondenti proteine cellulari, indicando che non sono 
necessari fattori endogeni aggiuntivi per l’attività proteolitica 
delle BoNTs.  
A livello di struttura primaria e secondaria le 
neurotossine tetanica e botuliniche sono molto simili ed è noto 
che né i variabili siti di taglio né le regioni fiancheggianti 
rappresentano la specificità per le tre proteine SNARE. Queste 
considerazioni suggeriscono che le SNARE potrebbero avere 
un comune elemento strutturale che funzioni da motivo di 
riconoscimento. Il confronto tra sequenze amminoacidiche di 
proteine SNARE neuroesocitosi-specifiche di specie diverse ha 
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rivelato la presenza di un motivo di nove residui caratterizzato 
dalla presenza di tre residui carbossilati alternati a residui 
idrofobici e idrofilici; esso è stato poi chiamato “motivo 
SNARE” (Rossetto et al., 1994). Evidenze sperimentali hanno 
dimostrato l’importanza del motivo SNARE per l’interazione 
specifica fra le BoNTs e le tre proteine SNARE (Foran et al., 
1994; Shone et al., 1993). 
Ad ogni modo, per la selettività e la resistenza di legame 
della tossina è comunque necessaria un’ulteriore interazione 
con  regioni specifiche di ciascuna SNARE.  
La regione delle BoNTs implicata nel riconoscimento 
del substrato non è ancora stata identificata. È stato però 
proposto che la sequenza conservata di 100 residui ammino-
terminale delle neurotossine botuliniche sia in qualche modo 
coinvolta nel riconoscimento del substrato. Infatti, la rimozione 
di più di otto di questi residui porta alla completa perdita di 
attività della BoNT. Al fine di stabilire il ruolo di tale dominio, 
sono comunque necessarie ulteriori investigazioni.  
 
1.3 I Target delle BoNTs e della TeNT  
 
1.3.1 La sintaxina 
 
La sintaxina di tipo ΙΙ è una proteina di membrana dal 
peso di 35 kDa localizzata nel plasmalemma neuronale (Fig. 7). 
Essa è composta da una  porzione ammino-terminale esposta 
verso il citosol, da un dominio transmembrana e da alcuni 
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residui extracellulari (Bennet et al., 1992). Sulla sintaxina, 
bersaglio di BoNT/C,  ci sono due copie del motivo SNARE: 
X1 e X2. 
Le sintaxine appartengono ad una grande famiglia di 
proteine con più di 20 isoforme nei mammiferi e con omologhi 
nel lievito e nelle piante (Bennet et al., 1993). Nel tessuto 
nervoso ne esiste un elevato polimorfismo.  
Nelle zone attive del terminale sinaptico la sintaxina è 
associata con vari tipi di canali per il Ca2+ (Bezprozvanny et 
al.,1995) ed interagisce con le proteine Sec-1/ Munc-18 (dette 
“proteine SM”); tali proteine sono coinvolte negli eventi 
intracellulari di fusione delle membrane. Difatti, pare che tale 
interazione sia responsabile dei meccanismi di attacco e di 
fusione vescicolare mediati dal complesso SNARE (Südhof et 
al., 1995). 
Durante il potenziamento a lungo termine alcune 
isoforme delle sintaxine subiscono un complesso pattern di 
splicing alternativo. Quest’osservazione suggerisce un 
probabile coinvolgimento della sintaxina nei meccanismi di 













SNAP-25 è una proteina di membrana periferica 
presente nel plasmalemma neuronale. Data l’assenza di un 
dominio transmembrana, si pensa che la sua localizzazione sia 
mediata dalla palmitolazione di alcuni residui di Cys presenti 
nel mezzo della catena polipeptidica (Hess et al., 1992). Questa 
proteina, che è conservata dal lievito all’uomo, è in grado di 
autoassemblarsi in un dimero legato da un ponte disolfuro sia 
in vivo che in vitro (Sadoul et al., 1997; Fig. 8). 
SNAP-25 assume un importante ruolo nella formazione 
del complesso SNARE, in quanto in sua assenza la 
sinaptotagmina si lega molto debolmente alla sintaxina; al 
contempo, tale associazione è notevolmente potenziata da 
SNAP-25 (Hayashi et al., 1994). Questa evidenza può spiegarsi 
col fatto che SNAP-25 contiene molti siti di fosforilazione per 
la Protein Kinasi C (PKC), da molti anni riconosciuta come 
Fig. 7: Struttura schematica della sintaxina. La sintaxina è inserita nella 
membrana plasmatica ed è per  la maggior parte esposta nel citosol. La freccia 
indica il sito di taglio di BoNT/C mentre i due piccoli quadrati grigi rappresentano 
i motivi X1 e X2. 
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modulatore positivo del processo esocitotico. Sembra che 
l’effetto di PKC sul rilascio del neurotrasmettitore sia mediato 
dalla fosforilazione di SNAP-25 sulla Ser187. In particolare, si 
ritiene che tale fosforilazione sia in grado di modificare 
l’interazione tra le proteine SNARE: SNAP-25, dopo aver 
subito un cambiamento conformazionale, si dissocia dalla 
sintaxina più velocemente. (Shimazaki et al., 1996). Così, 
l’accelerata cinetica di dissociazione del complesso potrebbe 
favorire l’efficienza della neuroesocitosi. Tuttavia, sono 
necessari ulteriori lavori per definire con esattezza le 
conseguenze biochimiche della fosforilazione di Ser 187 sulla 
funzione di SNAP-25. 
Esperimenti svolti su colture ippocampali organotipiche 
mostrano che la fosforilazione di SNAP-25 da parte della PKC 
è attività-dipendente (Genoud et al., 1999). Gli autori hanno 
utilizzato la bicucullina (agonista del neurotrasmettitore 
inibitorio GABA) per incrementare un’attività spontanea di 
tipo epilettico. In queste condizioni si verifica un’attivazione 
della PKC che determina modificazioni sul rilascio dei 
neurotrasmettitori eccitatori, accompagnata da un aumento di 
SNAP-25 fosforilata.  
Il fatto che la fosforilazione di SNAP-25 potrebbe 
aumentare in condizioni patofisiologiche nell’ippocampo viene 
confermato dai risultati di Matteoli e collaboratori (Pozzi et al., 
2007). Da questi dati risulta che in vivo si verifica un aumento 
di SNAP-25 fosforilata sul residuo Ser187 nell’ippocampo di topi 
trattati con una somministrazione sistemica di acido Kainico 
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(KA). Il KA è un agonista del glutammato che determina un 
aumento dell’attività sinaptica; sperimentalmente esso viene 
utilizzato per indurre crisi epilettiche. L’aumentata presenza di 
SNAP-25 fosforilata in animali trattati con il KA ha portato gli 
autori di tale studio alla conclusione che la fosforilazione della 
Ser187 è un evento attività-dipendente. Inoltre, fettine 
ippocampali di topi SNAP-25 -/+ e SNAP-25 -/- mostrano una 
significativa facilitazione e un raggiungimento di alti picchi di 
calcio dopo la depolarizzazione rispetto ai topi wild-type 
SNAP-25 +/+ (Pozzi et al., 2007). Pertanto, differenze nelle 
espressioni dei livelli di SNAP-25 hanno un certo impatto sulle 
dinamiche del calcio e sulla plasticità neuronale.  
Inoltre, SNAP-25 forma un complesso con il sensore per 
il Ca2+, la sinaptotagmina; pare che questa interazione sia 
importante per la fase Ca2+-dipendente del rilascio del 
neurotrasmettitore (Banerjee et al., 1996).  Studi condotti da 
Verderio e collaboratori (2004) non solo mostrano che SNAP-
25 è cruciale per la dinamica intracellulare del Ca2+, ma 
suggeriscono anche che l’interazione tra SNAP-25 e 
sinaptotagmina potrebbe essere coinvolta in una regolazione 
negativa di tale dinamica. Infatti, poiché la sinaptotagmina 
interagisce con i canali per il Ca2+ (Sheng et al., 1997; Charvin 
et al., 1997), il meccanismo di regolazione potrebbe avvenire 
attraverso una modulazione dell’attività dei canali o attraverso 
il diretto legame del complesso allo ione Ca2+(Verderio et al., 
2004).  
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Da tutti questi studi si deduce quindi che SNAP-25 è 
una proteina multifunzionale che partecipa al processo 
endocitotico sia a livello di meccanica (legandosi alle altre 
proteine del complesso SNARE) sia a livello di regolazione. 
Oltre a queste proprietà, SNAP-25 è richiesta per la 
crescita assonale durante lo sviluppo neuronale ed è coinvolta 
nella plasticità dei terminali nel sistema nervoso maturo (Osen-
Sand et al., 1993). Probabilmente entrambe le isoforme di 
SNAP-25 (indicate con le lettere A e B) sono coinvolte nei 
meccanismi di plasticità sinaptica: la loro sintesi appare infatti 
sovraregolata durante il potenziamento a lungo termine in 
neuroni ippocampali (Roberts et al., 1998). 
Su SNAP-25 sono presenti 4 copie del motivo SNARE 
S1, S2, S3 ed S4; esse servono per il riconoscimento da parte di 






Fig. 8: Struttura schematica della SNAP-25. La freccie indicano i siti di taglio di 
BoNT/A e BoNT/E  mentre i quattro piccoli quadrati irappresentano i motivi  S1, S2, S3 
e S4 . 
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1.3.3 VAMP o sinaptobrevina 
 
VAMP è una proteina di 13 kDa localizzata nelle 
vescicole sinaptiche. Essa si trova ancorata alla membrana 
vescicolare attraverso un dominio trans membrana; dal lato 
extravescicolare espone invece un dominio ben conservato che 
è sito di fosforilazione da parte della Ca2+-calmodulina chinasi 
di tipo ΙΙ (Fig. 9). 
Come precedentemente affermato, VAMP è il bersaglio 
molecolare della tossina tetanica e dei serotipi B, D, F e G delle 
BoNTs e possiede due copie del motivo SNARE: V1 e V2. 
Sulla membrana vescicolare VAMP è associata con la 
sinaptofisina (una proteina di membrana) e con la v-ATPasi 
(Calakos et al., 1994). La sua funzione è fondamentale per il 








Fig. 9: Struttura schematica di VAMP. VAMP ha una piccola coda C-terminale 
all’interno del lume vescicolare, un dominio transmembrana e un segmento 
citosolico di 60 residui, la cui terminazione N-terminale è ricca di residui di prolina. 
La freccie indicano i siti di taglio di BoNT/D, /B, /G e /F mentre i quattro piccoli 
quadrati irappresentano i motivi  V1 e V2 (Fig 6, 7, 8: immagini tratte da Schiavo et 
al., 2000).   
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1.4 La giunzione neuromuscolare 
 
La funzione delle tossine botuliniche è stata 
approfonditamente analizzata nel sistema nervoso periferico. In 
particolare, è ormai noto che a livello della giunzione 
neuromuscolare le BoNTs bloccano il rilascio di acetilcolina 
provocando una paralisi neuromuscolare profonda ma 
transitoria (Fig. 10).  
Il primo a compiere studi elettrofisiologici sugli effetti 
delle neurotossine sulla placca motrice fu Burgen, che utilizzò 
preparati di emidiaframma di ratto (Burgen et al., 1949). Da 
questo lavoro emerse che, somministrando BoNTs, veniva 
bloccato in modo forte e persistente il potenziale di placca, 
poiché si realizzava un’interruzione della frequenza (ma non 
dell’ampiezza) del potenziale di placca in miniatura. La 
somministrazione delle BoNTs non danneggiava però né 
sintesi, né ricaptazione né immagazzinamento del 
neurotrasmettitore; al contempo, si rilevava un’attività 
sinaptica spontanea residua ma non sufficiente affinché il 
potenziale di placca potesse creare un potenziale d’azione sulla 
fibra muscolare.  
In seguito, altri studi mostrarono che iniettando 
neurotossine nel muscolo striato di mammifero si causavano 
importanti danni e cambiamenti istologici (Borodic et al., 
1994). Uno dei primi segni patologici che si manifestava era 
l’accumulo di vescicole sinaptiche sul versante citosolico della 
membrana plasmatica (Neale et al., 1999). Come già spiegato 
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in precedenza, questa non è altro che la conseguenza 
dell’azione delle BoNTs: infatti, a seguito del taglio proteolitico 
effettuato dalle neurotossine botuliniche, le vescicole non 
riescono più a rilasciare il neurotrasmettitore fondendosi con la 
membrana plasmatica. Ad ogni modo, il contatto fra nervo e 
muscolo viene mantenuto e non si verifica la perdita degli 
assoni motori. 
Nel muscolo le BoNTs generano alterazioni simili a 
quelle che si osservano nei fenomeni di denervazione, come 
un’atrofia della fibra muscolare. Le acetilcolina esterasi e i 
recettori per l’acetilcolina si diffondono dalla giunzione verso 
altre parti della membrana muscolare. Come risposta alla 
paralisi indotta dalle BoNTs, i terminali dei motoneuroni sono 
in grado di produrre nuovi processi che formeranno sinapsi 
immature. Tale fenomeno è definito “sprouting assonale” ed è 
stato osservato dopo analisi immunoistochimiche realizzate in 
seguito al trattamento con BoNT/A. In questi processi sono 
coinvolte molte proteine importanti per il meccanismo di 
esocitosi (SNAP-25, VAMP, sintaxina e sinaptofisina) oltre a 
canali per il sodio, il calcio ed il potassio (Angaut-Petit et al., 
1990). 
Dopo un mese dal trattamento con BoNT/A si notano 
cambiamenti nei canali per il calcio voltaggio-dipendenti 
responsabili del rilascio di neurotrasmettitore. Nei terminali 
nervosi non trattati di topo adulto troviamo canali per il calcio 
di tipo P/Q, mentre negli animali adulti iniettati con BoNT/A 
si ritrovano non solo i canali P/Q, ma anche quelli L e N 
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(anch’essi associati al rilascio di neurotrasmettitore). Questi 
studi indicano che i nuovi processi, originati dal terminale 
nervoso paralizzato, sono dotati del macchinario molecolare 
per il rilascio di acetilcolina. Ciò indica un ruolo di 
rimpiazzamento dei terminali parentali da parte del processo di 
sprouting nel recupero della trasmissione neuromuscolare. 
Il recente sviluppo di coloranti fluorescenti, che 
permettono la quantificazione dell’attività sinaptica in vivo nei 
terminali nervosi, è stato fondamentale per dimostrare il ruolo 
dello sprouting per il recupero funzionale dalla paralisi (de 
Paiva et al., 1999). 
Nei terminali dei motoneuroni trattati con il colorante 
fluorescente FM1-43, dopo stimolazione, si verifica un 
accumulo del marker nelle vescicole sinaitiche; questo non 
accade nelle preparazioni trattate con BoNT/A. Ventotto 
giorni dopo l’iniezione di BoNT/A, soltanto i nuovi processi 
formatesi dai terminali che subiscono l’azione della tossina 
mostrano un accumulo attività-dipendente del colorante 
all’interno delle vescicole sinaptiche. Inoltre, nelle successive 
due settimane continuano a formarsi nuovi processi e solo 
dopo quarantadue giorni comincia a diminuire la marcatura per 
FM1-43. Contemporaneamente, nei terminali originari si 
osserva un aumento della marcatura che cresce sempre di più 
durante le successive quattro settimane. Tre mesi dopo la 
somministrazione di BoNT/A la placca motrice originaria 
riacquista la tipica morfologia e il pattern di marcatura attività-
dipendente per FM1-43 ritorna identico a quello visualizzato 
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prima del trattamento con la tossina. Questa tecnica ha 
permesso di dimostrare che durante la paralisi indotta da 
BoNT/A i nuovi processi sono in grado di dar luogo ad 
appropriati processi di eso-endocitosi in vivo - probabilmente 
associati al rilascio di acetilcolina. Tuttavia, ancora non è chiaro 
se questo rilascio dia luogo a potenziali di placca postsinaptici e 
possa quindi contribuire ad un recupero della funzionalità della 
giunzione neuromuscolare. 
In seguito allo sprouting assonale e alla ri-formazione di 
una giunzione neuromuscolare funzionale, il muscolo torna alla 
forma originaria. Dopodiché, la placca motrice riacquista tutte 
le sue funzioni  e sia le acetilcolinesterasi che i recettori per 
l’acetilcolina tornano ad essere concentrati esclusivamente a 
livello della giunzione neuromuscolare (Borodic et al., 1994; 
De Paiva et al., 1999). Gli aspetti molecolari di questo 
fenomeno complesso non sono ancora conosciuti. In generale, 
la lunghezza del periodo di tempo necessario per il recupero 
della funzionalità dopo la paralisi indotta dalle BoNTs dipende 
soprattutto dal tipo di neurotossina e dalla tipologia di 
terminale nervoso. 
Il fatto che l’atrofia muscolare indotta dalle BoNTs in 
modelli animali e nell’uomo sia reversibile anche dopo ripetute 
iniezioni di neurotossina risulta importante per le applicazioni 





Fig. 10: Azione delle tossine nella giunzione neuromuscolare. 
L’assone del motoneurone innerva una zona specializzata della membrana 
muscolare che è detta placca motrice. In assenza di BoNT l’acetilcolina 
(Ach) liberata dalle vescicole sinaptiche si lega al proprio recettore 
presente in particolari strutture della membrana postsinaptica, dette 
pieghe giunzionali. In seguito a questo legame la membrana della placca 
motrice si depolarizza rapidamente creando il cosiddetto potenziale di 
placca. Tale potenziale sinaptico è sufficientemente ampio per attivare i 
canali per il sodio presenti nelle pieghe giunzionali, dando origine al 
potenziale d’azione che si propaga per tutta la fibra neuromuscolare 
determinandone la contrazione. In presenza di BoNT, tutto questo non 
può verificarsi per mancanza del rilascio del neurotrasmettitore Ach. Si ha 
quindi paralisi della fibra muscolare. In quest’immagine viene anche 
mostrato il passaggio della tossina prodotta dal batterio dallo stomaco 
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all’intestino. BoNT può così raggiungere la circolazione sistemica per 
transcitosi dal lato apicale a quello basale delle cellule epiteliali intestinali. 
Per diffusione poi raggiunge il terminale presinaptico del motoneurone, 
viene internalizzata per endocitosi e, come descritto precedentemente, 
blocca il rilascio di Ach agendo sulle proteine SNARE.  
 
 
1.5 Il Sistema Nervoso Centrale 
 
1.5.1 Studi in vitro sull’azione delle BoNTs nel SNC 
 
Sebbene nel botulismo le BoNTs non raggiungano il 
Sistema Nervoso Centrale (SNC) in quantità significative, ci 
sono evidenze che le vedono capaci di intossicare i neuroni del 
SNC in vitro. 
La prima dimostrazione che le BoNTs possono inibire il 
rilascio del neurotrasmettitore nelle sinapsi centrali venne 
effettuata da Bigalke e collaboratori. Essi dimostrarono che 
BoNT/A inibiva il rilascio di acetilcolina da sinaptosomi 
preparati dal cervello di ratto adulto (Bigalke et al., 1981a). Gli 
stessi autori descrissero anche l’effetto inibitorio di BoNT/A 
sul rilascio di noradrenalina da sinaptosomi dello striato e di 
glicina da sinaptosomi del modollo spinale (Bigalke et al., 
1981b). 
Ad ogni modo, anche altri serotipi di tossine botuliniche 
sono in grado di interferire sul rilascio del neurotrasmettitore 
da parte dei neuroni centrali: BoNT/B è capace di bloccare il 
rilascio di glutammato e noradrenalina (Ashton e Dolly, 1991; 
McMahon et al., 1992; Takei et al., 1998), BoNT/C quello di 
glicina (inibitorio) e glutammato (eccitatorio) (Williamson et 
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al., 1999) e BoNT/F riduce la secrezione sia Ca2+-dipendente 
che evocata dalla depolarizzazione di acetilcolina, 
noradrenalina e dopamina (Fassio et al., 1999).  
Esperimenti eseguiti su sinaptosomi cerebrocorticali di 
ratto hanno dimostrato che BoNT/A e BoNT/E sono capaci di 
inibire il rilascio Ca2+-dipendente K+ evocato di vari 
neurotrasmettitori, tra i quali glutammato, acetilcolina, 
noradrenalina e dopamina (Ashton and Dolly, 1988; Foran et 
al., 1996). Inoltre, il rilascio di GABA da parte di sinaptosomi 
cerebrali intossicati con BoNT/E diminuisce del 40%, mentre 
quello di glutammato diminuisce del 90%. Questa grande 
differenza si può spiegare considerando la localizzazione 
preferenziale del target di BoNT/A e BoNT/E (SNAP-25) nei 
terminali gutammatergici (Verderio et al., 2004). Studi di 
immunoistochimica su sezioni istologiche di ippocampo di 
ratto adulto hanno dimostrato che SNAP-25 è largamente 
presente nei terminali gutammatergici degli strati oriens e 
radiatum, mentre non si ritrova nei terminali inibitori dei 
neuroni di tipo ΙΙΙ che sinaptano sulle cellule piramidali del 
CA1. 
Dal momento che i terminali inibitori esprimono livelli, 
seppur bassi, di recettori per BoNT/A, la relativa resistenza dei 
terminali GABAergici a BoNT/A e BoNT/E potrebbe risultare 
da due diversi scenari. In primo luogo potrebbe essere 
coinvolta un’isoforma di SNAP-25 resistente ai serotipi A e B 
nell’esocitosi del neurotrasmettitore GABA; in secondo luogo, 
nelle sinapsi inibitorie potrebbero esserci piccole quantità di 
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SNAP-25 totalmente impegnate nel complesso SNARE e 
quindi non disponibili all’azione delle tossine (Hayashi et al., 
1994; Montecucco et al., 2005). 
Studi recenti hanno mostrato che SNAP-25 B modula le 
dinamiche del Ca2+ inibendo i canali Ca2+ voltaggio dipendenti 
(VGCCs). Inoltre, pare che la fosforilazione di SNAP-25 sulla 
serina 187 da parte della proteina chinasi C (PKC) sia 
essenziale a questo processo. La scarica che induce la transiente 
fosforilazione di SNAP-25 sulla serina 187 non è altro che  
l’attività neurale. Difatti, mentre eccitazioni neurali 
incrementano i livelli di SNAP-25 fosforilata, le inibizioni la 
riducono. Oltre a ciò, è possibile individuare in vivo un picco 
transiente della fosforilazione di SNAP-25 nell’ippocampo di 
ratto a seguito di iniezioni di acido kainico. Questi esperimenti 
non solo hanno provato che le differenze nei livelli di 
espressione di SNAP-25 hanno un certo impatto sulle 
dinamiche del Ca2+ e sulla plasticità neuronale, ma anche che la 
fosforilazione di SNAP-25, promossa inibendo i VGCCs, può 
mediare un feedback negativo modulando l’attività neuronale 
durante un’attivazione intensa (Pozzi et al., 2007). 
A livello elettrofisiologico, Bigalke e collaboratori furono 
i primi a dimostrare che BoNT/A blocca sia il potenziale 
postsinaptico eccitatorio sia quello inibitorio in neuroni del 
midollo spinale di topo in coltura (Bigalke et al., 1985). Questi 
dati concordano con i successivi risultati ottenuti da Neale et al. 
(1999): essi dimostrarono che non si verificano correnti 
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sinaptiche né spontanee né K+ evocate in neuroni del midollo 
spinale trattati con BoNT/A. 
In fettine di ippocacampo di ratto è stato dimostrato che 
i serotipi A, C ed E delle neurotossine botuliniche prevengono 
l’instaurarsi del potenziale postsinaptico eccitatorio (EPSP) sia 
spontaneo che evocato (Capogna et al., 1997); oltre a ciò, 
registrazioni eseguite su neuroni ippocampali hanno mostrato 
che BoNT/A è in grado di ridurre drammaticamente la 
frequenza della corrente   postsinaptica eccitatoria (EPSC) 
(Sutton et al., 2004). 
Infine, esperimenti eseguiti su colture primarie di 
neuroni mostrano che BoNT/A è in grado di inibire anche la 
corrente postsinaptica inibitoria (IPSC), sia spontanea che 
evocata (Trudeau et al., 1998). 
Da tutti questi risultati si può concludere che i diversi 
serotipi della BoNTs sono in grado di interferire sulla 
trasmissione sinaptica eccitatoria ed inibitoria in neuroni 
centrali in vitro. 
In seguito sono stati valutati anche gli effetti delle 
BoNTs sul differenziamento e sulla sopravvivenza dei neuroni 
centrali. In neuroni ippocampali in coltura è stato dimostrato 
che BoNT/A inibisce la crescita assonale e dendritica, blocca il 
meccanismo di riciclaggio vescicolare e previene la formazione 
delle sinapsi, mentre BoNT/B non ha nessun effetto sulla 
crescita assonale e sulla sinaptogenesi (Osen-Sand et al., 1996; 
Grosse et al., 1999). Successivamente è stato notato anche che 
BoNT/C, al contrario di BoNT/A, induce una rapida morte 
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neuronale (Osen-Sand et al., 1996). Quest’effetto 
neurocitotossico di BoNT/C ma non di BoNT/A indica che la 
sintaxina, lo specifico substrato di BoNT/C, ha un ruolo 
fondamentale nella sopravvivenza cellulare. 
 
1.5.2 Studi in vivo sull’azione delle BoNTs nel SNC 
 
Finora pochi studi hanno descritto gli effetti delle 
BoNTs  in vivo (Bozzi et al., 2006). I primi risultati sugli effetti di 
una somministrazione ippocampale delle BoNTs derivano da 
esperimenti di microdialisi in vivo su ratti adulti. 
Da uno studio recente risulta che la pre-
somministrazione dei serotipi A, B e C delle neurotossine 
botuliniche riduce il rilascio basale e K+ evocato di serotonina; 
sembra però che BoNT/B e BoNT/C siano più potenti di 
BoNT/A (Okada et al., 2001). Un successivo lavoro di 
Murakami et al. (2001) ha indicato che la pre-
somministrazione di BoNT/C e BoNT/B nell’ippocampo 
riduce anche il rilascio di dopamina; tale risultato è stato poi 
confermato da un lavoro del 2002 di Bergquist et al., in cui si 
dimostra l’effetto acuto di BoNT/C e di BoNT/A sul rilascio di 
dopamina a seguito dell’iniezione in vivo di tali neurotossine 
nello striato di ratti adulti.  
Inoltre, topi trattati con un’iniezione 
intracerebroventricolare di BoNT/A e BoNT/B riportano 
molti segni di disfunzioni colinergiche (Luvisetto et al., 2003) 
e, a dosi sub-letali, le tossine inducono danni comportamentali 
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tra cui una riduzione della capacità di distinguere oggetti nuovi 
all’interno di un ambiente familiare (Luvisetto et al., 2004). 
Un recente lavoro di Costantin et al. (2005) ha 
analizzato gli effetti di BoNT/E dopo un’iniezione unilaterale 
nell’ippocampo di ratto. Esperimenti di Western Blot e di 
immunoistochimica per SNAP-25 tagliata hanno dimostrato 
che la proteina è rapidamente ed efficientemente proteolizzata 
in vivo dalla neurotossina. 
Le conseguenze funzionali del taglio di SNAP-25 da 
parte di BoNT/E sono: una drammatica riduzione del rilascio 
Ca2+-dipendente/K+-evocato del glutammato (osservato su 
sinaptosomi ippocampali in superfusione) ed il silenziamento 
dell’attività di scarica spontanea dei neuroni ippocampali 
(dimostrato con registrazioni elettrofisiologiche di potenziali 
d’azione nelle regioni CA1 e in CA3 dell’ippocampo; Costantin 
et al., 2005). 
Attraverso il Morris labirinto d’acqua (un test 
comportamentale ippocampo-dipendente) è stata resa nota la 
reversibilità degli effetti di BoNT/E; infatti, durante il periodo 
d’azione della neurotossina (1-7 giorni) gli animali trattati 
mostrano profondi deficit di apprendimento spaziale. Tuttavia, 
dopo circa cinque settimane, quando cioè l’azione della tossina 
è ormai completamente terminata, gli stessi animali esibiscono 
un apprendimanto normale nel Morris water maze (Costantin 
et al., 2005). Dunque si può concludere che l’azione della 
neurotossina è reversibile e non causa deficit permanenti nel 
comportamento ippocampo-dipendente.  
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Sulla base di queste scoperte si può affermare che 
BoNT/E rappresenta un nuovo strumento per silenziare 
transitoriamente l’attività neurale del SNC. Come discuterò in 
seguito, quest’affermazione suggerisce un possibile utilizzo 
terapeutico della neurotossina per quelle condizioni 
patologiche caratterizzate da iperattività cerebrale, come 
l’epilessia. 
 
1.5.3 Durata d’azione delle neurotossine botuliniche 
 
I vari serotipi di neurotossine botuliniche presentano 
alcune differenze circa la durata della loro azione. Esperimenti 
condotti su neuroni cerebellari in coltura intossicati con 
BoNT/A e BoNT/E hanno mostrato che la SNAP-25 tagliata 
dal serotipo E scompare dopo diciotto giorni, mentre la SNAP-
25 tagliata dal serotipo A permane per più di ottanta giorni 
(Keller et al., 1999). Nonostante il bersaglio dei due serotipi sia 
lo stesso, l’azione delle due neurotossine è diversa. In primo 
luogo i  due siti di taglio su SNAP-25 sono diversi, perché 
mentre BoNT/E taglia un frammento di 26 aminoacidi 
all’estremità carbossi-terminale di SNAP-25, BoNT/A rimuove 
solo 9 residui (tab.1). Si potrebbe così pensare che SNAP-25 
tagliata dal serotipo A non sia abbastanza alterata da essere 
velocemente rmossa dai terminali sinaptici; al contrario, quella 
processata dal serotipo E potrebbe essere rimossa e rimpiazzata 
da altre proteine SNAP-25 di sintesi – poiché gravemente 
danneggiata (Eleopra et al., 1998). Inoltre, è stato osservato 
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che BoNT/A  presenta una maggiore stabilità nel citosol 
neuronale rispetto a quella di BoNT/E; sembra infatti che la 
maggior durata del serotipo A sia dovuta anche alla sua 
continua attività proteolitica sulla SNAP-25 di nuova sintesi 
(Keller et al., 1999; Foran et al., 2003). Questa peculiarità pare 
possa essere spiegata dal fatto che BoNT/A si trova localizzata 
sulla membrana presinaptica, mentre BoNT/E resta nel citosol 
(Fernandez-Salas et al., 2004). 
 
 
Tab 1.(Keller et al.,1999). 
 
1.5.4 Le neurotossine come agenti terapeutici 
 
L’inibizione dell’impulso nervoso provocata dalle 
neurotossine botuliniche è seguita da un recupero funzionale 
della giunzione neuromuscolare. Quest’osservazione ha fornito 
le basi scientifiche per l’utilizzo delle BoNTs quali agenti 
terapeutici per la cura di quelle patologie umane dove è 
presente un’iperfunzionalità del sistema colinergico.  
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Da alcuni studi condotti sui primati è stato visto che 
iniettando le tossine nei muscoli oculari si causava un 
indebolimento dei muscoli stessi; pertanto, notata l’efficacia 
del trattamento, si è pensato di estendere l’uso terapeutico della 
BoNT/A sia in distonie che interessavano muscoli più grandi 
che in casi di strabismo (Jankovic, 1994). Successivamente la 
tossina è stata usata anche per trattare le rughe del viso causate 
dalla contrattura dei muscoli facciali. 
Inoltre, i serotipi B, E ed F risultano molto efficienti nel 
causare un effetto paralizzante, ma non possono essere 
considerati un’alternativa alla BoNT/A in quanto il loro effetto 
è troppo breve (Eleopra et al., 1997). Al contrario, BoNT/C ha 
offerto dati incoraggianti. 
Recentemente l’uso delle neurotossine è stato esteso 
anche a disturbi che non presentano una base neuromuscolare; 
fra questi: l’iperidrosi ascellare (Heckmann et al., 2001), i 
dolori miofasciali (Porta, 2000) e la cefalea emicrania e 
muscolo-tensiva (Silberstein et al., 2000). 
 
1.6 Le principali patologie curabili con le BoNTs 
 
1.6.1 Le distonie 
 
I movimenti distonici sono caratterizzati da una 
involontaria e prolungata contrazione muscolare che determina 
movimenti e posture abnormi.  
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La distonia viene definita “idiopatica” quando non è 
associata ad altri disturbi neurologici e quando non è 
identificabile la causa. In questi casi spesso c’è una componente 
genetica. Al contrario, nelle forme secondarie si può 
riconoscere una sofferenza fetale, un trauma durante il parto, 
l’esposizione a farmaci o la presenza di malattie degenerative. 
La classificazione delle distonie si basa sulla 
distribuzione clinica. È “focale” quando colpisce una singola 
parte del corpo (es. crampo dello scrivano5, distonia 
oromandibolare6, spasmodica, cervicale o blefarospasmo7), 
“segmentale” quando interessa gruppi muscolari adiacenti, 
“multifocale” quando coinvolge due o più segmenti corporei 
non contigui e “generalizzata” se è relativa all’intero corpo. 
Infine, se viene interessato un emicorpo si parla di 
“emidistonia”. Poi, a seconda dell’età di esordio la distonia può 
presentarsi nell’infanzia (0-12 anni), nell’adolescenza (13-20 
anni) e nell’età adulta (dai 20 anni in poi). 
Le caratteristiche cliniche della distonia sono 
parzialmente relative all’esordio della sintomatologia: ad 
esempio, le forme generalizzate generalmente esordiscono in 
età infantile e cominciano con movimenti involontari agli arti 
                                                 
5  Il campo dello scrivano era un tempo considerato un disturbo di natura psicologica, 
mentre oggigiorno viene inquadrato come forma focale di distonia: il soggetto, 
nell’atto dello scrivere, afferra la penna con molta forza e il braccio assume così 
posture particolari. A volte i pazienti con questo disturbo presentano un tremore 
posturale. È possibile che la corteccia motoria perda selettività a causa di un’attività 
eccessiva e non sappia più con esattezza quali cellule motorie mettere in azione. 
6 La distonia oromandibolare colpisce la metà inferiore del viso.   
7 Il blefarospasmo è caratterizzato da una spasmodica contrazione del muscolo 
orbicolare degli occhi per secondi o minuti. 
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inferiori. La distonia si diffonde poi rapidamente ai vari 
segmenti corporei, portando a un notevole compromissione 
della motilità. Di solito le forme focali e segmentali colpiscono 
più frequentemente gli adulti e tendono a non diffondere ad 
altri segmenti corporei e spesso la distonia oromandibolare e il 
blefarospasmo sono presenti nello stesso paziente. La distonia 
spasmodica, invece, può presentarsi sia in forma isolata che 
associata ad altri movimenti involontari; ne esistono due 
varianti cliniche: una colpisce i muscoli laringei adduttori, 
l’altra i muscoli abduttori. Il torcicollo spasmodico si presenta 
prevalentemente nei soggetti adulti: il movimento distonico 
generalmente coinvolge il muscolo sternocleidomastoideo, lo 
splenio e il trapezio, ma può anche interessare qualunque altro 
muscolo cervicale (in alcuni soggetti infatti si può associare una 
distonia cranica, tremore del capo o degli arti).  
In queste patologie distoniche il trattamento con 
BoNT/A ha un effetto benefico: iniettandone piccole dosi 
viene ridotta l’attività dei muscoli iperattivi consentendo una 
migliore distribuzione del tono. Ad ogni modo, l’iniezione deve 
essere effettuata direttamente nei muscoli coinvolti e va 
ripetuta ogni 2-4 mesi. In particolar modo, l’iniezione di 
BoNT/A è utile nei casi di blefarospasmo e distonia 
spasmodica, dove sono coinvolti nella patologia muscoli molto 







La sudorazione è un fenomeno fisiologico del corpo atto 
a mantenere stabilmente la temperatura corporea attorno ai 
37°C. Nel corpo umano questo meccanismo è regolato dal 
sistema nervoso autonomo simpatico. Evaporando, il sudore 
consuma il calore che viene tolto al corpo, consentendo così, in 
una situazione di eccessivo caldo, di smaltire il calore e 
proteggere il corpo. L’iperidrosi sopraggiunge quando si ha una 
sudorazione eccessiva in alcune parti del corpo; la 
manifestazione più comune di questa patologia la sia ha nelle 
mani, dove i 2/3 delle ghiandole sudoripare sono localizzate 
(in questo caso si parla di “iperidrosi palmare”). 
L’iperidrosi, che affligge l’1% della popolazione, si divide 
in primaria e secondaria a seconda della causa. La forma 
primaria è la più comune e si presenta quando siamo di fronte a 
un fenomeno idiopatico; di norma inizia in età adolescenziale 
ed è spesso scatenata dall’ansia (sebbene spesso si instauri un 
circolo vizioso fra ansia e sudorazione). L’iperidrosi secondaria 
invece è una manifestazione di un altro processo patologico, 
quale: ipertiroidismo, terapia o disfunzione ormonale 
(menopausa, malattie psichiatriche, obesità). 
Di recente è stata dimostrata l’efficacia dell’iniezione 
sottocute di BoNT/A nel trattamento dell’iperidrosi 
(eventualmente effettuata in anestesia locale). La terapia viene 
eseguita ambulatorialmente e richiede una sola seduta, ma 
esistono alcune controindicazioni (terapia concomitante con 
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amino glicosidi, cioè uso di antibiotici, e ipersensibilità alla 
tossina). Gli effetti collaterali sono invece modesti: per lo più si 
tratta di debolezza muscolare, che può persistere per alcune 
settimane. 
Ad ogni modo, i risultati sono soddisfacenti nei casi di 
iperidrosi ascellare, mentre per quanto riguarda l’iperidrosi 
palmare il 30% dei pazienti non risponde alla terapia (fra l’altro 
dolorosa) e la durata dell’effetto è di soli 3 mesi. 
 
1.6.3 L’effetto antiepilettico di BoNT/E 
 
L’epilessia (dal greco epilepsia) è una condizione cronica 
neurologica caratterizzata da ricorrenti ed improvvise crisi. La 
forma più tipica di epilessia umana è l’epilessia dei lobi 
temporali; tale tipologia è caratterizzata da crisi frequenti, 
perdita neuronale dell’ippocampo e riduzione delle funzionalità 
mnemoniche. Dal momento che l’eccessiva attività sinaptica è 
la causa primaria delle crisi epilettiche, potrebbe rivelarsi 
terapeutico l’utilizzo di farmaci in grado di colpire il 
macchinario di rilascio del neurotrasmettitore. Ad ogni modo, 
l’epilessia dei lobi temporali è una tipologia generalmente 
farmaco-resistente; pertanto, per curarla si procede con 
l’asportazione chirurgica delle zone colpite.  
Recenti risultati hanno dimostrato che BoNT/E ha un 
effetto anticonvulsivante se iniettata nell’ippocampo di ratto. 
Costantin et al. (2005) hanno iniettato il serotipo E 
nell’ippocampo di topi; due giorni dopo hanno somministrato 
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a livello intraippocampale un agonista del glutammato, l’acido 
kainico, responsabile dell’induzione di crisi epilettiche. Analisi 
elettroencefalografiche hanno evidenziato una riduzione di 
numero e durata di crisi indotte dall’acido kainico rispetto ai 
controlli8.  Grazie a questo esperimento si è compreso che la 
somministrazione di BoNTs nei casi farmaco-resistenti di 
epilessia potrebbe evitare il trattamento chirurgico, curando la 
patologia in modo molto meno invasivo.  Tali risultati sono 
stati ottenuti su un modello di crisi focali acute. 
L’epilessia è una malattia cronica caratterizzata da crisi 
spontanee ricorrenti. Perciò, per validare l’utilizzo terapeutico 
di BoNT/E quale nuovo strumento per interferire con il 
macchinario alla base dell’epilessia, è prima necessario 
determinare l’effettiva durata d’azione della tossina in vivo. 
L’eccessiva attività sinaptica risulta critica anche per 
un’altra neuropatologia umana: l’ischemia cerebrale. L’ipotesi 
che la degenerazione neuronale, caratteristica di tale patologia, 
sia innescata dallo sproporzionato rilascio di glutammato da 
parte dei neuroni danneggiati suggerisce la possibilità di 
utilizzare BoNT/E come agente neuroprotettivo. 
 
1.6.4 Il Botox 
 
Ultimamente si sente molto parlare di Botox. Con 
questo termine si suole indicare iniezioni di tossine 
                                                 
8  Nei controlli si procedeva iniettando l’acido kainico a livello intraippocampale ed 
effettuando analisi elettroencefalografiche.  
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botuliniche, che possono essere impiegate per la cura di 
emicranie e mal di testa ma anche per trattamenti non 
specificatamente riconosciuti dalla FDA. Fra questi 
annoveriamo: il trattamento delle rughe del viso, i movimenti 
facciali involontari (detti comunemente “tic”), l’iperattività 
della vescica urinaria, i disordini spastici associati a traumi o 
disagi del sistema nervoso centrale (ad esempio la sclerosi 























In questa tesi ho cercato di individuare l’eventuale 
presenza di un trasporto anterogrado e retrogrado della tossina 
botulinica di tipo A nel sistema visivo del Ratto. Dopo essermi 
accertata dell’esistenza di tale propagazione ho cercato di 
individuare la localizzazione di SNAP-25 tagliata a livello 
retinico e collicolare, per capire quali cellule lontane dal sito di 
iniezione possano essere maggiormente affette dall’azione della 
tossina botulinica. In particolare sono state eseguire iniezioni 
oculari e collicolari di BoNT/A, al fine di poter valutare la 
propagazione retrograda o anterograda degli effetti della 
tossina. Successivamente abbiamo dimostrato la dipendenza 
dai microtubuli nel caso della propagazione anterograda ed 
abbiamo messo a punto una tecnica che ci permetterà, in 
seguito, di valutare anche un’eventuale alterazione della 
funzionalità sinaptica  a seguito dell’iniezione di BoNT/A. 
Questi dati sono importanti per i meccanismi di 










MATERIALI E METODI 
 
2.1 Trattamento degli animali 
 
Nel mio lavoro di tesi sono stati utilizzati ratti albini 
Sprague-Dawley e ratti Long-Evans. Gli animali sono stati 
stabulati secondo un ciclo di dodici ore di luce e dodici ore di 
buio con disponibilità di acqua e cibo ad libitum. Tutte le 
procedure sperimentali sono state approvate dal Ministero 
della Salute. 
 
2.2 Le iniezioni 
 
Tutte le iniezioni sono state effettuate dopo aver 
anestetizzato gli animali con avertina9. Gli animali sono stati 
poi osservati per tutta la durata dell’esperimento, al fine di 
controllarne la vitalità. Inoltre, nel caso delle iniezioni 
intraoculari di BoNT/A e TTX, abbiamo verificato la 
dilatazione della pupilla iniettata – parametro che ci consente 
di valutare l’effettiva riuscita dell’iniezione delle due tossine.  
Passati tre giorni dalle iniezioni di BoNT/A (collicolari 
e intraoculari) abbiamo sacrificato alcuni animali per analisi di 
Western Blotting e altri per analisi di tipo immunoistochimico. 
Al contrario, nel caso delle iniezioni di TTX e di quelle degli 
anticorpi rivolti contro i domini della sinaptotagmina, gli 
                                                 
9  Anestetico usato in dosi 1ml/hg.  
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animali sono stati sacrificati dopo soltanto quattro ore dalle 
iniezioni per esperimenti di analisi immunoistochimiche. Per 
quanto riguarda le iniezioni intraoculari di CTB, il sacrificio 
degli animali è avvenuto a circa tre giorni dall’iniezione e ha 
permesso analisi immunoistochimiche. 
 
2.2.1 Iniezione intraoculare di BoNT/A 
 
L’iniezione intraoculare di BoNT/A è stata realizzata 
nell’occhio destro sotto l’ora serrata, cercando di non 
danneggiare i vasi sanguigni che la compongono. Il nostro 
obiettivo era quello di raggiungere con la tossina le cellule 
retiniche, cercando di introdurre la BoNT/A nel vitreo 
dell’animale. La tossina aveva una concentrazione di 3nM10 e 
un volume di 0.5 µl.   
 
2.2.2 Iniezione collicolare di BoNT/A 
 
La BoNT/A è stata iniettata nel collicolo superiore 
destro secondo le coordinate: 0.5 anteriore; 1 laterale; 2.6-2.9 
di profondità. La tossina aveva una concentrazione di 3nM e un 
volume di 0.33 µl. L’obiettivo era quello di far sì che la tossina 
diffondesse nel collicolo superiore iniettato. 
 
 
                                                 
10 Per un volume finale di 17 ml abbiamo usato 16 ml di RSA al 2% e 1 ml di 
BoNT/A. 
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2.2.3 Iniezione intraoculare di CTB 
 
L’iniezione intraoculare di CTB è stata realizzata 
nell’occhio destro sotto l’ora serrata, cercando di non 
danneggiare i vasi sanguigni che la compongono. Il nostro 
obiettivo era quello di far raggiungere al tracciante le cellule 
retiniche, introducendolo nel vitreo dell’animale. La soluzione 
di CTB era all’1% e ne sono stati iniettati 3µl per animale. 
 
2.2.4 Iniezione intraoculare di TTX 
 
Anche in questo caso, affinché la tetradotossina 
raggiungesse le cellule retiniche, si è cercato di farla diffondere 
nel vitreo dell’animale effettuando iniezioni di tale tossina 
nell’occhio destro, sotto l’ora serrata (stando sempre ben 
attenti a non danneggiare i vasi sanguigni che compongono 
questa zona dell’occhio). La TTX è stata diluita 0.03 mM e ne 
sono stati iniettati 500 µl per occhio. 
  
2.2.5 Iniezione collicolare di anticorpi rivolti verso i 
domini della sinaptotagmina 
 
Gli anticorpi rivolti verso i domini citoplasmatico e 
luminale della sinaptotagmina sono stati iniettati nel collicolo 
superiore. Entrambi avevano una concentrazione pari a 1 
mg/ml; di queste soluzioni ne sono stati iniettati 0.5 µl per 
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I tessuti prelevati dopo le iniezioni di BoNT/A sono stati 




20 nM tris-HCl, pH 7.5 
150 mM NaCl 
10 mM EDTA 
0,1 mM Na3VO4 
1 mg/ml leupeptina 
1 mg/ml di aprotinina 
1 mM di PMSF 
 
Le proteine estratte (15-100 mg) sono state separate 
tramite elettroforesi11 su gel di poliacrilammide in condizioni 
denaturanti (SDS-PAGE) e trasferite su di un filtro di 
nitrocellulosa.  
Utilizzando marcatori di peso molecolare abbiamo 
tagliato il filtro in due parti. Mentre una metà è stata incubata 
                                                 
11L’elettroforesi su gel è una metodologia che permette la separazione proteica. Le 
proteine vengono caricate al polo positivo di un campo elettrico e, sfruttando 
l’elettricità, vengono fatte migrare verso il catodo con una velocità proporzionale alla 
loro massa (essendo precedentemente state denaturate e legate dall’SDS).   
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con l’anticorpo monoclonale anti-αtubulina (diluizione 
1:8000; Sigma, St Louis, MO), l’altra è stata fatta reagire con 
l’anticorpo che riconosce la forma di SNAP-25 tagliata da 
BoNT/A (1:500), gentilmente fornito da O. Rossetto. Tutti gli 
anticorpi sono stati incubati “over-night” a 4°C su bascula. 
La rivelazione del segnale è stata condotta utilizzando 
specifici anticorpi secondari (Jackson-ImmunoResearch-
Laboratories INC.; per la β−tubulina quello prodotto in topo, 
per la SNAP-25 tagliata quello prodotto in coniglio) coniugati 
con la perossidasi. La rivelazione della β−tubulina è servita 
quale standard interno per la normalizzazione della quantità di 
proteine caricate nelle varie piste del gel.  
Dopo l’incubazione con l’anticorpo secondario i filtri 
sono stati sviluppati con un kit di chemioluminescenza (ECL, 




2.4.1 Fissazione dei tessuti 
 
Per poter realizzare esperimenti di immunoistochimica 
alcuni animali sono stati sottoposti a perfusione trans cardiaca 
con paraformaldeide. 
La paraformaldeide è un poliossimetilene di formula 
chimica (CH2O)n/HO(CH2O)nH. Tale sostanza è un fissativo 
e viene usato al 4% in soluzione di tampone fosfato 0,1 M a pH 
7.4.  
 66 
Dopo aver sottoposto l’animale da sacrificare ad 
anestesia letale con cloralio idrato (0.5 ml/hg; soluzione al 
10,5%, Sigma), si procede chirurgicamente aprendo la cassa 
toracica ed inserendo l’ago a cui è collegata la pompa 
peristaltica nel ventricolo sinistro. Subito dopo si effettua il 
taglio dell’atrio destro per permettere la fuoriuscita di sangue.  
Inizialmente si fa passare in circolo una soluzione di 
PBS12 per lavare via il sangue; a questo segue la messa in circolo 
della soluzione di paraformaldeide al 4%, in volume variabile a 
seconda del peso dell’animale. Nel nostro caso abbiamo fatto 
passare circa 200 ml di fissativo per ogni ratto sacrificato.  
A seguito dell’espianto, il cervello viene sottoposto a un 
trattamento di post-fissazione (di circa due ore) nella stessa 
soluzione impiegata per la perfusione. Dopodiché il cervello 
viene immerso in una soluzione iperosmotica di saccarosio al 
30% per almeno una notte (il volume della soluzione di 
saccarosio è pari a circa 50 ml). Durante tale trattamento i 
cervelli sono stati mantenuti in frigo alla temperatura di 4°C. 
Al termine della fissazione i cervelli dei ratti sono stati 
tagliati in sezioni coronali al microtomo congelatore; le fettine 
così ottenute sono state poste singolarmente in pozzetti 
contenenti PBS. Poi, per procedere con la rivelazione, abbiamo 
utilizzato esclusivamente quelle fettine che contenevano le 
formazioni di nostro interesse: i collicoli superiori. Inoltre, per 
ogni animale ed ogni trattamento si è effettuato un 
                                                 
12  Phosphate Buffered Saline. 
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campionamento prendendo in ordine seriale una fettina ogni 
tre. 
Inoltre, affinché si potesse ottenere una colorazione 
nucleare, le sezioni coronali trattate per ognuna delle 
rivelazioni qui riportate sono state montate su vetrino e 
bagnate con una soluzione contenente il colorante Vectashield 
(H1000; Vector Laboratories). Le marcature effettuate sono 
state rivelate con il microscopio confocale Leica TCS-NT ad 
eccezione di quelle realizzate con gli anticorpi rivolti contro i 
domini luminale e citoplasmatico della sinaptotagmina; in quei 
casi è stato utilizzato il microscopio ___?___ .  
Per quanto concerne il prelievo delle retine, viene 
sempre effettuata un’anestesia (iniezioni intraperitoneali di 
avertina) e si uccidono poi con un’overdose di anestetico. 
Dopodiché gli occhi vengono rapidamente enucleati. 
Prendendo a riferimento il polo dorsale (che viene marcato), 
viene effettuato un piccolo taglio al margine corneale prima 
dell’immersione nel fissativo (paraformaldeide al 4% in 
tampone fosfato 0.1 M, pH 7.4) per un’ora a 4°C. 
Successivamente il segmento anteriore dell’occhio viene 
rimosso e la retina viene separata dall’epitelio pigmentato 
(sempre mantenendo come punto di riferimento il polo 
dorsale) ed appiattita effettuando quattro tagli radiali verso il 
nervo ottico.  
In genere le retine sono mantenute per diverse ore in 
saccarosio al 30% in tampone fosfato 0.1 M, congelato in OCT 
TissueTek e mantenuto a -20°C. In seguito i campioni retinici 
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vengono portati a temperatura ambiente, lavati 
abbondantemente in tampone fosfato 0.1 M e lasciati tutta la 





Tale soluzione deve avere un pH di 7.4 e viene 
mantenuta a 4°C. 
 
2.4.2 Rivelazione di SNAP-25 tagliata da BoNT/A 
 
Le sezioni coronali scelte sono state incubate per un’ora 
in una soluzione che permettesse di bloccare i siti aspecifici 
(detta anche “blocking solution”). Tale soluzione era composta 
da: 
10% NGS (Normal Goat Serum) 
0,25 % Triton –X-100 
PBS 
Successivamente le sezioni sono state incubate per tutta 
la notte a 4°C su bascula oscillante in una soluzione che 
permettesse all’anticorpo primario di riconoscere la forma 
tagliata di SNAP-25. La soluzione era costituita da: 
1% NGS 
0,25% Triton-X-100 
1:200 anticorpo contro SNAP-25 tagliata13 
                                                 
13 L’anticorpo, prodotto in coniglio, è stato gentilmente offerto da O. Rossetto. 
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PBS 
L’anticorpo che riconosce la forma di SNAP-25 tagliata 
da BoNT/A è un anticorpo policlonale rivolto contro il 
frammento C-terminale di SNAP-25, che protrude a seguito 
del taglio proteolitico causato dalla tossina botulinica di tipo A.  
Il giorno successivo le sezioni sono state fatte reagire con 
l’anticorpo secondario anti-coniglio coniugato ad un 
fluoroforo. La soluzione era la seguente: 
1% NGS 
0,25% Triton-X-100 
1:400 anti-rabbit Alexa 488 (Molecular Probes, Leiden, 
Olanda) 
PBS 
Ricordo che dopo l’incubazione con il primo e il 
secondo anticorpo sono stati realizzati quattro lavaggi; ognuno 
di essi è durato cinque minuti ed è stato effettuato in una 
soluzione di PBS e Triton-X-100 al 0,25%. L’utilità dei lavaggi è 
quella di rimuovere l’anticorpo, primario e/o secondario, in 
eccesso. 
 
2.4.3 Rivelazione di vGlut2 
 
Per poter bloccare i siti aspecifici le sezioni coronali 
sono state incubate per un’ora e mezzo a temperatura ambiente 





Dopodiché le fettine sono state incubate per 48 ore 




1:500 anticorpo primario rivolto verso vGlut2  
PBS 
L’anticorpo primario utilizzato è di tipo monoclonale  ed 
è stato prodotto in topo (Chemicon).  
A seguito di tre lavaggi in PBS (ciascuno di cinque 
minuti),  le fettine sono state incubate per due ore e mezzo a 
temperatura ambiente e su bascula nella seguente soluzione: 
1% BSA 
0,1% Triton-X-100 
1:400 anti-mouse Alexa 568 (Molecular Probes, Leiden, 
Olanda) 
PBS 
Infine sono stati realizzati tre lavaggi in PBS, ognuno di 
cinque minuti.  
 
2.4.4 Rivelazione di CTB 
 
In questo caso le fettine sono state mantenute per due 
ore a temperatura ambiente nella seguente “blocking solution”: 





Le sezioni coronali sono state poi incubate “over-night” 




1:4000 anticorpo rivolto verso CTB 
PBS 
Il giorno successivo, dopo tre lavaggi in PBS (ciascuno 
di cinque minuti), si sono incubate le fettine per due ore a 




1:400 anti-goat Alexa 568 (Molecular Probes, Leiden, 
Olanda) 
PBS 
Al termine dell’incubazione sono stati effettuati tre 
lavaggi in PBS (ciascuno di cinque minuti). 
 
2.4.5 Rivelazione dei domini luminale e 
citoplasmatico della sinaptotagmina 
 
Dal momento che l’anticorpo primario rivolto verso i 
domini luminale e citoplasmatico della sinaptotagmina era 
stato iniettato a livello collicolare, abbiamo dovuto procedere 
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incubando le sezioni coronali soltanto con la soluzione di 
blocco dei siti aspecifici e con quella per l’anticorpo secondario.  
In questo caso la “blocking solution”, mantenuta per 




Dopodiché le fettine sono state incubate per due ore a 
temperatura ambiente con la seguente soluzione: 
1% NGS 
0,1% Triton-X-100 
1:400 anti-mouse Alexa 568 (Molecular Probes, Leiden, 
Olanda) 
PBS 
Infine sono stati realizzati quattro lavaggi con PBS 
(ognuno di cinque minuti). 
 
2.4.6 Rivelazione dei tessuti retinici 
 
Le retine vengono incubate per due ore a 4°C in una 
soluzione così composta: 
anti-GFP-Alexa Fluor 488 (Invitrogen) 1:500  
0.1% Triton X-100 




Ciò serve a migliorare il segnale di GFP. Gli esemplari di 
retina vengono poi sottoposti per tre volte a lavaggi di 15 
minuti ciascuno in PBS e, in seguito, vengono incubati in una 
soluzione di RNasi A (Invitrogen) (1:1000 in PBS) a 37°C per 
un’ora. Dopodiché le retine vengono colorate con 2 µM di 
ethidium homodimer-1 (Invitrogen) per un’ora a temperatura 
ambiente su bascula. Questo passaggio permette la colorazione 
fluorescente dei nuclei, la quale risulta necessaria per poter 
localizzare i confini fra gli stati retinici.  
Successivamente le retine vengono lavate in PBS e 
montate su vetrino con il Vectashield (H1000; Vector 
Laboratories). Poi viene posto il coprivetrino sulle preparazioni 
e si sigilla grazie a smalto per unghie.  
I preparati vengono ispezionati in un secondo momento 
con un microscopio a fluorescenza Zeiss Axioplan, usando 
obbiettivi 5 o 10x. Sono state trovate cellule gangliari retiniche 
positive alla GFP; le immagini di tutta la retina sono state prese 
con una fotocamera a colori di tipo Zeiss Axiocam. 
Le cellule gangliari retiniche ben isolate possono poi 
essere scansite con un microscopio confocale Leica TCS-NT 
(Leica Microsystems) equipaggiato con un laser argon–
krypton, a risoluzioni di 1024 x 1024 o 512 x 512 pixels. Le 
immagini sono ottenute usando come obbiettivo un 25x PL 
FLUOTAR 0.75 olio o un 40x HCX PL APO 1.25 olio. La 
distanza fra piani focali adiacenti è settata a un valore costante 
pari a 1013 µm.  
 74 
I files delle immagini vengono salvati esportando il 
formato e analizzando off-line con  MetaMorph (versione 5.0r1 
MetaMorph; Molecular Devices), per eseguire ricostruzioni 
tridimensionali di una singola cellula, misurare il suo albero 


























3.1 La propagazione retrograda 
 
Al fine di poter valutare un’eventuale propagazione 
retrograda della tossina botulinica di tipo A abbiamo utilizzato 
il sistema visivo del Ratto. Come sappiamo, gli assoni 
provenienti dalla retina (il 95% dei quali decussa a livello del 
chiasma ottico facendosi controlaterale, mentre il restante 5% 
si mantiene ipsilaterale) raggiungono il collicolo superiore. Al 
collicolo arrivano anche assoni provenienti dalla corteccia 
visiva primaria ipsilaterale. 
 
3.1.1 Espressione di SNAP-25 tagliata nella retina  
 
La BoNT/A è stata iniettata a livello del collicolo 
superiore e, tramite esperimenti di Western Blot (fig.1) , siamo 
andati a verificare un’eventuale presenza di SNAP-25 tagliata in 
retina, collicolo superiore e corteccia. In questo modo abbiamo 
notato che dopo un giorno dall’iniezione della tossina si 
ritrovava l’espressione di SNAP-25 esclusivamente nel sito di 
iniezione (il collicolo); però, dopo tre giorni dall’iniezione, 
SNAP-25 tagliata era presente non solo nel collicolo ma anche 
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: Risultati di un Western Blot effettuato su estratti proteici di corteccia, 
collicolo superiore e retina a seguito di iniezione di BoNT/A a livello 
collicolare.  I tessuti sono stati prelevati  dopo 1 e 3 giorni dall’iniezione.  
SC, collicolo superiore; ret, retina controlaterale; ctx, corteccia 
ipsilaterale; cl. SNAP-25(A), SNAP-25 tagliata da BoNT/A; β -tubulin,  
β-tubulina standard interno. 
 
3.1.2 Dimostrazione del trasporto assonale di 
BoNT/A 
 
I dati presentati nel precedente paragrafo dimostrano la 
comparsa di SNAP-25 tagliata nella retina dopo iniezione di 
BoNT/A nel collicolo superiore. Ci siamo quindi chiesti se la 
presenza di SNAP-25 tagliata fosse da ricondurre a un suo 
trasporto o a un trasporto della tossina. 
Proprio per verificare che in realtà sia la BoNT/A e non 
SNAP-25 tagliata ad essere trasportata, abbiamo condotto un 
esperimento chiarificatore.  
Dopo aver anestetizzato gli animali, abbiamo iniettato 
BoNT/A nel collicolo superiore (Fig. 2a) in un gruppo di 14 
                                                 
14 Dal momento che gli assoni retinici decussano a livello del chiasma ottico, 
l’informazione proveniente dalla retina destra raggiungerà il collicolo sinistro e 
viceversa.  
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ratti. Quattro di questi animali sono stati sacrificati dopo tre 
giorni dall’iniezione e hanno mostrato, come atteso, 
l’espressione di SNAP-25 tagliata nella retina (Fig. 3, i quattro 
campioni sulla sinistra). Nel restante gruppo di 10 animali 
abbiamo effettuato il taglio del nervo ottico (per bloccare ogni 
ulteriore trasporto dal collicolo) ed abbiamo iniettato BoNT/E 
nell’occhio. Sappiamo che la BoNT/E taglia proteoliticamente 
SNAP-25, rimuovendo un grosso frammento al C-terminale  
che comprende l’epitopo riconosciuto dall’anticorpo contro 















Fig. 2: A. Esemplificazione dell’esperimento condotto per 
verificare che sia effettivamente BoNT/A ad essere trasportata e non il 
suo substrato tagliato. B. Taglio proteolico di BoNT/A e BoNT/E 
all’estremità C-terminale del substrato SNAP-25. 
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Due giorni dopo il taglio del nervo e l’iniezione di 
BoNT/E, l’immunoblotting rileva un forte decremento dei 
livelli di SNAP-25 tagliata da BoNT/A (Fig. 15, campioni 
“BoNT/A+E 2 days”). Tuttavia, quando l’azione del serotipo E 
si è esaurita (25 giorni dopo BoNT/E) riappaiono alti livelli di 
SNAP-25 tagliata da BoNT/A (Fig. 3, “BoNT/A+E 25 days”). 
La ricomparsa della SNAP-25 tagliata dal serotipo A può essere 
spiegata solo con il trasporto e la persistenza nella retina della 
BoNT/A cataliticamente attiva. 
 
Fig. 3: Analisi di immunoblotting condotte sui tessuti retinici. 
L’iniezione di BoNT/A era stata effettuata nel collicolo superiore, mentre 
quella di BoNT/E nella retina a seguito del taglio del nervo ottico. Si 
osserva che SNAP-25 tagliata è particolarmente presente a seguito 
dell’iniezione con BoNT/A e dopo venticinque giorni dall’iniezione del 
serotipo E. Sapendo che tale serotipo esaurisce la sua azione dopo 14 
giorni, se ne deduce che la presenza di SNAP-25 tagliata da BoNT/A è 
dovuta al trasporto della tossina cataliticamente attiva. Cl. SNAP-25(A), 
SNAP-25 tagliata da BoNT/A; β -tubulin,  β-tubulina standard interno. 
 
 
3.1.3 Localizzazione di SNAP-25 tagliata nella retina 
  A questo punto ci siamo avvalsi di tecniche 
immunoistochimiche al fine di poter rilevare la localizzazione 
di SNAP-25 tagliata a livello retinico. Inizialmente abbiamo 
osservato che la SNAP-25 tagliata era presente in tutti gli strati 
della retina, in particolare nello strato plessiforme interno (IPL, 
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Fig. 4). Effettuando marcature specifiche per alcuni tipi 
cellulari retinici, abbiamo cercato di comprendere in quali 
cellule si trovasse il substrato tagliato. Abbiamo osservato che 
le strutture marcate nel plessiforme interno ricordano le 
terminazioni delle cellule amacrine colinergiche in questo 
strato. 
Perciò abbiamo effettuato una doppia marcatura in 
immunofluorescenza per SNAP-25 tagliata da A e la colina 
acetiltransferasi, marcatore delle cellule amacrine colinergiche 
(Fig. 5). I risultati dimostrano una significativa 
colocalizzazione delle due marcature, indicando la presenza di 
SNAP-25 tagliata nei terminali delle cellule colinergiche. 
In conclusione, l’iniezione di BoNT/A nel collicolo 
superiore conduce la comparsa del substrato tagliato nelle 
terminazioni colinergiche della retina, indicando l’esistenza di 
un processo di transcitosi tramite il quale la tossina viene 

















Fig. 4: In quest’immagine vediamo in rosso SNAP-25 tagliata e in 
verde un marcatore nucleare (Yoyo). È possibile osservare che il substrato 
tagliato della BoNT/A è presente in tutti gli strati della retina. IPL, strato 












Fig. 5: Il substrato SNAP-25 tagliato ha una colorazione rossa, 
mentre le cellule amacrine colinergiche sono colorate di verde (grazie 
all’utilizzo di un anticorpo rivolto contro la colina-acetil-transferasi: 
ChAT).  Nel riquadro A osserviamo la localizzazione di SNAP-25 tagliata; 
in B le cellule amacrine colingeriche; in C si nota un’evidente 
colocalizzazione fra le due marcature, prova che SNAP-25 tagliata è 
presente nelle cellule amacrine colinergiche. 
 
 







3.1.4 La doppia transcitosi 
 
I risultati mostrati finora dimostrano la capacità della 
BoNT/A di andare incontro ad un processo di trasporto 
retrogrado e transcitosi. Ci siamo chiesti se la tossina sia in 
grado di effettuare un secondo ciclo di trasporto retrogrado e 
transcitosi. Per verificare quest’ipotesi abbiamo analizzato la 
presenza di SNAP-25 a distanza di due sinapsi dal sito di 
iniezione. 
In particolare è noto che le cellule bipolari dei 
bastoncelli nella retina di roditore non si connettono 
direttamente alle cellule gangliari, ma sinaptano su cellule 
amacrine AII che poi afferiscono alle gangliari (Wassle, 2004). 
Abbiamo quindi verificato una colocalizzazione fra SNAP-25 
tagliata e un marcatore specifico delle cellule bipolari dei 
bastoncelli, la proteina chinasi C (Fig. 6). La doppia marcatura 
in immunofluorescenza rileva una significativa colocalizzazione 





























Fig. 6: In questa immagine la marcatura in verde è data dalla PKC 
(proteina chinasi C) e quella in rosso dalla SNAP-25 tagliata.  La 
colocalizzazione, visibile con una colorazione giallo-arancio, si ritrova a 
livello delle cellule bipolari dei bastoncelli. Le frecce puntinate indicano 
cellule bipolari dei bastoncelli, che presentano colocalizzazione delle 
marcature; la freccia bianca semplice indica una cellula che è marcata con 
SNAP-25 ma con con PKC: presumibilmente si tratta di una bipolare dei 
coni; la freccia tratteggiata indica una terminazione gangliare che ha 
entrambe le marcature. ONL, strato nucleare esterno; OPL, strato 
plessiforme esterno; INL, strato nucleare interno; IPL, strato plessiforme 
interno; GCL, strato delle cellule gangliari. 
 
Ulteriori studi immunoistochimici hanno permesso di 
osservare che anche alcuni fotorecettori mostravano 
espressione del substrato tagliato dalla BoNT/A. Sebbene non 
sia ancora chiaro se si tratti di coni o bastoncelli, questi dati 
dimostrano l’esistenza di un processo di doppia transcitosi 
















collicolo superiore (ad almeno due sinapsi di distanza dai 
fotorecettori; Fig. 7). 
    __  
10 µm 
 
Fig. 7: In questa immagine vediamo esclusivamente SNAP-25 
tagliata, in rosso. La marcatura si estende un po’ a tutti gli strati della 
retina in accordo a quanto precedentemente detto; inoltre, nello strato 
ONL (Outer Nuclear Layer) troviamo un bastoncello marcato. ONL, 
strato nucleare esterno; OPL, strato plessiforme esterno; INL, strato 




3.2 La propagazione anterograda 
 
Dopo aver valutato gli effetti di un trasporto retrogrado 


















propagazione anterograda, sempre utilizzando il sistema visivo 
del ratto come modello. In questo caso le iniezioni di BoNT/A 
sono state effettuate a livello retinico, cercando poi la presenza 
di SNAP-25 tagliata nel collicolo superiore. 
 
3.2.1 Espressione di SNAP-25 tagliata nel collicolo 
superiore  
 
In seguito all’iniezione di BoNT/A nell’occhio destro 
del ratto abbiamo condotto indagini immunoistochimiche per 
assicurarci che il substrato tagliato dalla tossina fosse presente  















Fig. 8: Confronto delle due retine di uno stesso animale: a 
sinistra quella iniettata con BoNT/A e a destra quella non iniettata. In 

































immunoistochimiche si evince che il substrato tagliato dalla tossina si 
ritrova esclusivamente a livello della retina iniettata. ONL, strato nucleare 
esterno; OPL, strato plessiforme esterno; INL, strato nucleare interno; 
IPL, strato plessiforme interno; GCL, strato delle cellule gangliari. 
 
 
In seguito abbiamo verificato la propagazione 
anterograda degli effetti della BoNT/A grazie a degli 
esperimenti di Western Blot che ci hanno permesso di 
individuare la presenza di SNAP-25 tagliata a livello del 
collicolo superiore controlaterale all’iniezione ma non in quello 
ipsilaterale (Fig. 9). L’assenza di SNAP-25 tagliata nel collicolo 
ipsilaterale esclude una diffusione sistemica della tossina (ad 









Fig. 9: Esperimenti di Western Blot effettuati dopo tre giorni 
dall’iniezione di BoNT/A nella retina mostrano la presenza di SNAP-25 
tagliata nel collicolo controlaterale all’iniezione e nella retina (il sito di 
iniezione). Il substrato tagliato dalla tossina non è rivelabile invece nel 
collicolo ipsilaterale all’iniezione.  Ret, retina iniettata; coll cont, collicolo 
controlaterale; coll ipsi, collicolo ipsilaterale; cl.SNAP-25, SNAP-25 
tagliata da BoNT/A, β-tubulin, β-tubulina.  
 
Indagini immunoistochimiche ci hanno poi permesso di 
visualizzare la presenza di SNAP-25 tagliata nel collicolo 
controlaterale all’iniezione ma non in quello ipsilaterale, 
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confermando i dati ottenuti dal Western Blot (Fig. 10a). 
Inoltre, ingrandimenti del collicolo controlaterale ci hanno 
permesso di osservare che la marcatura per SNAP-25 tagliata si 
trova a livello del neuropilo mentre i corpi cellulari appaiono in 








Fig. 10: A. Confronto di due analisi immunoistochimiche 
condotte su collicolo ipsilaterale (a sinistra) e controlaterale  (a destra) di 
uno stesso animale dopo tre giorni dall’iniezione di BoNT/A a livello 
retinico.  Si rileva la presenza di SNAP-25 tagliata (in rosso) nel collicolo 
controlaterale ma non in quello ipsilaterale all’iniezione. B. 
Ingrandimento della marcatura verso SNAP-25 tagliata che si trova nel 
collicolo controlaterale all’iniezione. Quest’immagine evidenzia il fatto 
che SNAP-25 tagliata si trovi a livello del neuropilo, mentre i corpi 






3.2.2 Il trasporto della BoNT/A dipende dai 
microtubuli 
 
Affinché potessimo valutare l’importanza del trasporto 
microtubulare nella propagazione anterograda della BoNT/A, 
ci siamo avvalsi dell’uso di un agente depolimerizzante dei 
microtubuli: la colchicina.  Essa è stata iniettata nella stessa 
retina che ha subito anche l’iniezione della tossina botulinica di 
tipo A. Come controllo abbiamo usato un animale nel quale era 
stata iniettata soltanto BoNT/A. Dopo tre giorni dall’iniezione 
di BoNT/A è stata condotta un’analisi di Western Blot su 
estratti proteici di retina e collicolo superiore (sia ipsi- che 
controlaterale all’iniezione) da animali controllo e animali 
iniettati con la colchicina. I risultati hanno mostrato che nel 
caso dei controlli, SNAP-25 tagliata è presente a livello di retina 
e collicolo controlaterale all’iniezione, mentre negli animali che 
avevano subito il blocco del trasporto microtubulare si 
osservavano livelli bassi o assenti di SNAP-25 tagliata a livello 
del collicolo controlaterale all’iniezione di BoNT/A (Fig. 11). 
Questi dati supportano l’ipotesi che il trasporto microtubulare 
sia fondamentale per la propagazione anterograda della tossina 




Fig. 11: Immagine di Western Blot condotto su estratti proteici di 
retina e collicolo superiore. Nell’animale trattato con colchicina (a 
sinistra) si osserva la presenza di alti livelli di SNAP-25 tagliata a livello 
retinico (cioè nel sito di iniezione), mentre solo un segnale debolissimo 
appare nel collicolo. Al contrario, nell’animale di controllo (a destra) 
osserviamo che il substrato tagliato da BoNT/A si trova sia nella retina 
che nel collicolo controlaterale all’iniezione. Ret, retina iniettata; col dx, 
collicolo ipsilaterale all’iniezione; col sx, collicolo controlaterale 
all’iniezione; cl.SNAP-25, SNAP-25 tagliata da BoNT/A; β-tubulin, β-
tubulina. 
 
3.2.3 Mancanza di colocalizzazione fra SNAP-25 
tagliata e i marcatori delle cellule gangliari retiniche 
 
Per comprendere in quali terminazioni sinaptiche fosse 
arrivata la BoNT/A abbiamo realizzato analisi 
immunoistochimiche avvalendoci di due diversi marcatori delle 
cellule gangliari retiniche. Come primo marcatore abbiamo 
utilizzato vGlut2, un trasportatore vescicolare del glutammato 
che è localizzato a livello del terminale delle cellule gangliari 
(Caleo et al., 2009 Experimental neurology). Come secondo 
marcatore abbiamo iniettato nell’occhio un tracciante 
anterogrado, la subunità beta della tossina del colera (CTB).  
La CTB è stata somministrata nell’occhio un giorno dopo la 
tossina. 
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A tre giorni dall’iniezione di BoNT/A abbiamo 
prelevato i tessuti retinici e li abbiamo sottoposti ad analisi 
immunoistochimiche che potessero evidenziare la presenza di 
una colocalizzazione o fra SNAP-25 tagliata e vGlut2 (Fig. 12) 
o fra SNAP-25 tagliata e CTB (Fig. 13). Contrariamente a 
quanto ci si aspettava, non è presente in nessuno dei due casi 
una colocalizzazione significativa. Questo ci ha indotto a 
pensare che BoNT/A possa effettuare il salto di una sinapsi, 
portandosi quindi così nei terminali dei neuroni del collicolo 

















Fig. 12: Analisi immunoistochimica che non rileva significativa 

















Fig. 13: Analisi immunoistochimica fra SNAP-25 tagliata (in 
rosso) e CTB (in verde): anche qui non c’è evidente colocalizzazione 
delle due marcature. Il risultato di queste due analisi è che sembra non 




Fig. 14: Rappresentazione schematica del fenomeno di 
transcitosi ipotizzato a seguito della mancanza di colocalizzazione fra i 





3.2.4 Captazione di anticorpi contro il dominio 
luminale della sinaptotagmina come saggio di funzionalità 
sinaptica 
 
Dagli studi finora condotti, valutando il taglio 
proteolitico del substrato SNAP-25, abbiamo verificato che 
BoNT/A ha effetto su sinapsi lontane dal sito di iniezione. A 
questo punto ci siamo chiesti se questo taglio possa avere delle 
conseguenze funzionali a livello sinaptico, ossia se l’iniezione di 
BoNT/A possa produrre alterazioni di cicli di esocitosi ed 
endocitosi. 
Per far questo abbiamo messo a punto una tecnica che ci 
permetta di valutare la funzionalità sinaptica. È noto che la 
sinaptotagmina è una proteina di membrana delle vescicole 
sinaptiche; essa, essendo transmembrana, presenta un dominio 
luminale (rivolto verso il lume vescicolare) ed un dominio 
citoplasmatico (rivolto verso il citoplasma della cellula). Dal 
momento che, per rilasciare il neurotrasmettitore le vescicole 
sinaptiche si fondono con la membrana del terminale assonale, 
abbiamo immaginato che un anticorpo rivolto verso il dominio 
luminale della sinaptotagmina potesse essere internalizzato 
dalle vescicole sinaptiche al momento della loro fusione con la 
membrana del terminale assonale. Questo avviene perché il 
dominio luminale della sinaptotagmina viene esposto al 
momento della esocitosi. Al contrario, anticorpi rivolti verso il 
dominio citoplasmatico della sinaptotagmina non possono 
essere internalizzati nelle vescicole sinaptiche perché tale 
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dominio non viene esposto al momento della fusione. Per 
dimostrare la validità della nostra ipotesi abbiamo quindi 
realizzato indagini immunoistochimiche avvalendoci di 
anticorpi rivolti verso il dominio luminale (Fig. 15a) e verso il 
dominio citoplasmatico della sinaptotagmina (Fig. 15b). Gli 
anticorpi sono stati iniettati nel collicolo superiore destro e 
sinistro di uno stesso animale. I ratti sono stati perfusi 2-24 ore 
dopo l’iniezione. Coerentemente con quanto atteso, abbiamo 
osservato una marcatura puntata nel collicolo iniettato con 
l’anticorpo rivolto verso il dominio luminale e una marcatura 
diffusa in quello iniettato con l’anticorpo rivolto verso il 
dominio citoplasmatico. Quindi si ha un’internalizzazione 
selettiva dell’anticorpo diretto contro il dominio luminale, 
mentre l’anticorpo con epitopo citoplasmatico rimane nel 
mezzo extracellulare. 
Visto che volevamo mettere a punto un saggio di 
funzionalità sinaptica, ci siamo poi chiesti se l’internalizzazione 
dell’anticorpo luminale fosse dipendente dall’attività sinaptica. 
Abbiamo quindi iniettato nell’occhio la TTX15, una tossina 
capace di bloccare i canali Na+ voltaggio dipendenti.  Prima 
della somministrazione bilaterale nel collicolo dell’anticorpo 
anti-sinaptotagmina luminale. L’idea era quella di confrontare 
l’internalizzazione dell’anticorpo nei due collicoli. In quello 
controlaterale all’iniezione di TTX l’attività sinaptica era stata 
bloccata; quello ipsilaterale fungeva da controllo. Tramite 
indagini immunoistochimiche è stato possibile osservare che 
                                                 
15 Tetradotossina. 
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nel collicolo controlaterale all’iniezione di TTX la marcatura 
per l’anticorpo rivolto contro il dominio luminale della 
sinaptotagmina era diffusa (Fig. 16a), mentre nel collicolo 
ipsilaterale era “a puncta” (Fig. 16b). Questa situazione ha 
dimostrato l’applicabilità della tecnica da noi proposta per la 
valutazione della funzionalità sinaptica. Il passo successivo sarà 
quello di avvalerci di questo anticorpo per valutare 
un’eventuale diminuzione della funzionalità sinaptica nel 
collicolo controlaterale all’iniezione di BoNT/A. 




Fig. 15: A. Immagine immunoistochimica di un collicolo 
superiore iniettato con un anticorpo rivolto verso il dominio luminale 
della sinaptotagmina. Si osserva una marcatura “a puncta” dovuta 
all’internalizzazione dell’anticorpo nelle vescicole sinaptiche. B. 
Immagine immunoistochimica di un collicolo superiore iniettato con un 
anticorpo rivolto verso il dominio citoplasmatico della sinaptotagmina. In 
questo caso la marcatura è diffusa, poiché questo anticorpo non viene 
internalizzato nelle vescicole del terminale sinaptico.  α-synapt lum, 
anticorpo rivolto contro il dominio luminale della sinaptotagmina; α-













Fig. 16: A. Immagine immunoistochimica di un collicolo 
superiore iniettato con un anticorpo rivolto verso il dominio luminale 
della sinaptotagmina e la cui attività è stata bloccata dall’iniezione di TTX 
nella retina controlaterale. Si osserva marcatura diffusa. B. Immagine 
immunoistochimica di un collicolo superiore iniettato con un anticorpo 
rivolto verso il dominio luminale della sinaptotagmina.Si osserva 
marcatura “a puncta”. α-synapt lum, anticorpo rivolto contro il dominio 
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In questa tesi ho dimostrato la presenza di un trasporto 
retrogrado ed anterogrado della BoNT/A.  La valutazione del 
trasporto di BoNT/A è stata analizzata in modo indiretto, 
osservando il taglio proteolitico di SNAP-25.  Questo è il 
metodo più sensibile per monitorare la presenza di BoNT/A 
attiva in vivo, perché una singola molecola di tossina può 
tagliare proteoliticamente un gran numero di molecole di 
substrato (SNAP-25), amplificando l’effetto. Al contrario, la 
detezione diretta della tossina risulta molto difficile 
tecnicamente a causa delle piccole quantità di BoNT/A che 
vengono iniettate (circa 100 pg nei nostri esperimenti) 
 
4.1 Il trasporto retrogrado 
 
Come saggio del trasporto retrogrado di BoNT/A 
abbiamo valutato la detenzione di SNAP-25 tagliata. Iniettando 
la BoNT/A nel collicolo superiore abbiamo trovato elevate 
quantità di SNAP-25 tagliata non solo in questa struttura (in 
accordo con le ben conosciute azioni locali di BoNT/A), ma 
anche a sinapsi distanti dal sito di iniezione. In particolare, 
abbiamo trovato SNAP-25 tagliata nella retina controlaterale 
all’iniezione e nella corteccia visiva ipsilaterale. Questi dati 
indicano quindi la possibilità di un trasporto retrogrado della 
tossina botulinica.  
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Dati precedenti in letteratura avevano già indicato la 
possibilità che la BoNT/A potesse effettuare un trasporto 
assonale di tipo retrogrado dal muscolo al midollo spinale. 24-
48 ore dopo iniezioni di BoNT/A radioattiva nel muscolo 
gastrocnemio di gatto; tramite autoradiografia si osservava la 
presenza di radioattività nel nervo sciatico e nel midollo spinale 
(Habermann, 1974; Weigand et al., 1976). Gli autori dello 
studio conclusero che BoNT/A poteva raggiungere il midollo 
spinale a seguito di iniezioni intramuscolari (Habermann, 
1974; Weigand at al., 1976). Ad ogni modo, non si chiarì se la 
radioattività corrispondeva a una forma cataliticamente attiva 
ed intatta della tossina. I nostri esperimenti dimostrano proprio 
il trasporto a distanza della tossina attiva. 
È noto che l’altra tossina clostridiale, la TeNT, effettua 
un fenomeno di transcitosi specifico a livello degli input 
glicinergici inibitori sui motoneuroni. Tale specificità sembra 
sia presente anche nel caso della BoNT/A, poiché con i nostri 
studi la abbiamo ritrovata principalmente a livello di cellule 
amacrine colinergiche della retina. Queste cellule possiedono il 
recettore SV2C, che è il recettore proteico ad alta affinità per la 
tossina. Quindi, la captazione preferenziale di BoNT/A da 
parte delle cellule retiniche colinergiche potrebbe dipendere 






4.1.1 La doppia transcitosi 
 
Con i nostri studi abbiamo rilevato a livello retinico 
espressione di SNAP-25 tagliata nelle cellule amacrine 
colinergiche, nelle cellule bipolari dei bastoncelli ed in alcuni 
fotorecettori.  Da queste informazioni abbiamo dedotto che la 
tossina sia in grado di effettuare addirittura due cicli di 
trasporto e rilascio. È noto che alcuni fattori, come il virus della 
rabbia e alcune agglutinine, siano in grado di realizzare questa 
doppia transcitosi (Von Bartheld, 2004; Deinhardt and 
Schiavo, 2005; Rind et al., 2005; Deinhardt et al., 2006). Infatti 
dopo il trasporto essi non vengono degradati dai lisosomi, 
bensì inglobati in corpi multivescicolari che dai dendriti li 
portano alle cellule afferenti.  
 
4.1.2 Implicazioni cliniche  
 
Numerosi dati estrapolati da studi condotti su pazienti e 
sui modelli animali supportano l’idea che la somministrazione 
intramuscolare di BoNT/A porti ad effetti a livello del sistema 
nervoso centrale. Questi effetti sono stati riscontrati sia sui 
motoneuroni spinali che sui motoneuroni del tronco 
encefalico. In particolare, studi su pazienti distonici trattati con 
BoNT/A a livello intramuscolare mostrano alterazioni della 
circuiteria del midollo spinale. In particolare, si ha una 
alterazione dell’inibizione ricorrente intraspinale (Priori et al., 
1995; Wohlfarth et al., 2001). Inoltre vi sono alterazioni della 
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corteccia motoria, dovute principalmente alle modifiche delle 
mappe corticali dopo somministrazione di BoNT/A (Byrnes) 
ed alterazioni dell’inibizione corticale (Kanovsky et al., 1998; 
Gilio, 2000). 
Una serie di studi condotti dal gruppo di Delgado-
Garcia ha dimostrato cambiamenti dose-dipendenti in 
motoneuroni abducenti in seguito ad iniezione di BoNT/A nel 
muscolo retto laterale del gatto (Moreno-Lopez et al. 1994, 
1997a,b; Pastor et al. 1997).  Nello specifico, le trasmissioni 
sinaptiche inibitorie ed eccitatorie ai motoneuroni abducenti 
risultano fortemente modificate per diversi giorni dopo 
l’iniezione di BoNT/A (Pastor et al. 1997).  Inoltre, i 
motoneuroni mostrano modifiche nella loro scarica, come 
dimostrato da una anormale e bassa frequenza di potenziali 
d’azione  (Moreno-Lopez et al. 1994).  Tali alterazioni sono 
poi accompagnate da  modifiche ultrastrutturali e da una 
riduzione nel numero delle vescicole a livello del terminale 
presinaptico del motoneurone (Pastor et al., 1997). Questi 
cambiamenti sono dose-dipendenti (Moreno-Lopez et al., 
1994, 1997b).  
Pertanto, iniettando intramuscolarmente la BoNT/A si 
registrano alterazioni a livello dei motoneuroni di midollo 
spinale e tronco encefalico. Per spiegare ciò si sono ipotizzati 
tre meccanismi: la prima teoria si basa sulla plasticità, cioè sul 
fatto che bloccando il terminale periferico si possa influenzare 
l’attività a livello centrale. La seconda ipotesi promuove invece 
l’idea di un blocco delle fibre intrafusali. Sapendo però che la 
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BoNT/A è capace di trasportarsi retrogradamente, una terza 
ipotesi propone che la tossina possa agire direttamente sul 















Fig. 1: Immagine di fibre muscolari extra- ed intrafusali con le 
loro innervazioni afferenti ed efferenti e i possibili meccanismi per l’azione 
centrale di BoNT/A. (1) Blocco presinaptico della connessione 
neuromuscolare fra le terminazioni del motoneurone  e le fibre muscolari 
intrafusali con una conseguente alterazione degli ingressi dai fusi 
neuromuscolari. (2) Blocco presinaptico delle connessioni 
neuromuscolari fra le terminazioni del motoneurone alfa  e le fibre 
muscolari extrafusali può causare cambi plastici nel motoneurone, come 
alterazioni nell’espressione genica. (3) Azione diretta centrale di 
BoNT/A, mediante trasporto retrogrado lungo l’assone del motoneurone 
(3a) e la transcitosi alle sinapsi afferenti (3b).  
 
Alterazioni nella corteccia motoria sono poi spiegabili 
attraverso la possibilità che la BoNT/A ha di effettuare una 
doppia transcitosi. Grazie a questo fenomeno la tossina 
potrebbe risalire dal muscolo al motoneurone spinale e da qui 
alla corteccia motoria (attraverso il fascio piramidale). 
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Un punto importante è paragonare le dosi di BoNT/A 
utilizzate nei nostri studi con quelle impiegate in clinica. Nei 
nostri esperimenti abbiamo iniettato circa 100 pg (5 unità) di 
BoNT/A per ogni animale (ratti di circa 400 g): ne risulta una 
dose di circa 12,5 unità/kg. In pazienti distonici si iniettano 
fino a 800 unità per soggetto. Considerando un peso di 70 kg, si 
ha quindi una dose di 11,5 unità/kg, molto vicina a quella 
utilizzata nei nostri studi. Un paragone diretto tra l’uomo e 
l’animale è tuttavia reso difficile dalla differente dimensione dei 
muscoli e dalla possibile differenza nella densità di recettori per 
la tossina.  
 
4.1.3 Possibili meccanismi di trasporto retrogrado 
 
Un punto importante sarà quello di chiarire i 
meccanismi attraverso cui avviene il trasporto retrogrado di 
BoNT/A. Al momento si possono fare solo ipotesi. 
Come abbiamo visto nell’Introduzione, la BoNT/A 
viene captata mediante il sistema di riciclo delle vescicole 
sinaptiche. Alcuni studi condotti hanno mostrato che le 
vescicole contenenti BoNT/A acidificano più lentamente di 
quelle contenenti il serotipo E (REF). In questo modo la 
catena leggera non viene rilasciata nel citoplasma e viene 
caricata sul meccanismo di trasporto operato dai microtubuli 
(Darcy et al., 2006).  
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Sembra poi che la BoNT/A possa usare il sistema 
ligando-recettore dell’FGF16 come cavallo di Troia per entrare 
nel circuito del trasporto. Dati recenti indicano infatti che la 
BoNT/A si lega al recettore dell’FGF di tipo 3 (Fernandez-
Salas 2008) e l’FGF subisce trasporto assonale nei neuroni 
(Mufson 1999). 
 
4.2 Il trasporto anterogrado 
 
Come precedentemente osservato, in questa tesi ho 
verificato che iniettando BoNT/A a livello oculare posso 
trovare tracce della sua azione nel collicolo controlaterale 
all’iniezione. Pertanto la tossina non solo agisce nella zona di 
iniezione, ma anche anterogradamente, in regioni distanti da 
essa. Oltre a ciò ho dimostrato che il trasporto anterogrado è 
microtubulo-dipendente e che a livello delle terminazioni delle 
cellule gangliari non risulta esserci SNAP-25 tagliata. Queste 
evidenze ci fanno immaginare che la tossina sia oggetto di 
trasporto e transcitosi nello spazio extracellulare, dove 
potrebbe poi essere captata da altri terminali. Al fine di validare 
tale ipotesi effettueremo degli esperimenti in cui, a seguito 
dell’iniezione di BoNT/A a livello retinico, taglieremo il nervo 
ottico, permettendo così la degenerazione dei terminali. A quel 
punto valuteremo un’eventuale presenza di SNAP-25 tagliata 
per vedere se la marcatura persiste e su quali tipi cellulari si 
trova. 
                                                 
16
 FGF: fattore di crescita dei fibroblasti. 
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4.2.1 Implicazioni cliniche 
 
Oltre che nella cura di distonie e spasticità, la tossina 
botulinica di tipo A è utilizzata anche nella terapia del dolore.  
Dati recenti supportano infatti l’ipotesi di un diretto 
effetto analgesico delle BoNTs. Sebbene l’effetto di riduzione 
del dolore sia da attribuire principalmente alla capacità delle 
tossine botuliniche di bloccare il rilascio di acetilcolina a livello 
sinaptico, pare vi siano anche altri effetti a livello centrale. È 
noto che le iniezioni di BoNTs colpiscono la trasmissione 
colinergica sia nel sistema nervoso autonomo che in quello 
somatico. Sembra difatti che tali tossine diano sollievo a spasmi 
muscolari, fibromialgia e dolore miofasciale agendo sul 
muscolo sia direttamente che indirettamente (a livello di 
giunzione neuromuscolare) (Tugnoli et al., 2007). 
Esperimenti condotti in vitro e in vivo hanno poi 
mostrato che le iniezioni di BoNTs hanno una attività anti-
nocicettiva specifica relativa ad infiammazione, trasporto 
assonale, inibizione dei gangli ed inibizione a livello spinale e 
soprasegmentale. Inoltre, nonostante il tono muscolare e i 
disordini motori restino la più importante applicazione 
terapeutica delle BoNTs, studi recenti suggeriscono che 
iniezioni di tossine botuliniche possono anche provocare 
benefici relativi agli effetti sul controllo colinergico del sistema 
vascolare, sulla funzione autonoma e sul controllo colinergico 
del sistema nocicettivo ed anti-nocicettivo. Pertanto pare che le 
BoNTs possano influenzare il sistema nervoso centrale e 
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periferico; il loro potenziale terapeutico dipende poi 
soprattutto dall’abilità di portare la tossina alle strutture target. 
Evidenze suggeriscono che iniezioni di BoNTs possono essere 
amministrate a dosaggi standard nella terapia del dolore, dove 
l’obiettivo è quello di alterare il tono muscolare. Ad ogni modo, 
per l’effetto analgesico il dosaggio terapeutico ottimale delle 
iniezioni di BoNTs resta ancora da definire (Tugnoli et al., 
2007). 
Altri studi cercano poi di creare nuove indicazioni 
sull’uso delle tossine botuliniche, basandosi sulla loro modalità 
di azione a livello di giunzione neuromuscolare, fibre primarie 
sensorie ed altri tipi neuronali. Alcuni prodotti delle BoNTs 
possono essere designati per una specificità maggiore o una 
maggiore durata. Essendo entrati ora nel mercato, sarebbe 
importante per ognuno di questi prodotti delle tossine 
botuliniche dimostrarne l’efficienza e la sicurezza.  (Aoki, 
2008) 
In particolare, la BoNT/A è capace di bloccare i 
mediatori nocicettivi (come il glutammato) dalla branca 
periferica dei nocicettori. I nostri dati indicano che, essendo 
capace di un trasporto di tipo anterogrado, la BoNT/A possa 
espletare la sua azione anti-nocicettiva anche a livello centrale. 
Si può difatti ipotizzare un trasporto anterogrado della 
BoNT/A iniettata fino alle corna dorsali del midollo spinale 




 Fig. 2: Nell’immagine è riassunta la circuiteria nocicettiva. In 
rosso BoNT/A, che viene iniettata in periferia e raggiunge sia i nocicettori 
dei gangli delle radici dorsali che il midollo spinale. 
 
4.3 Conseguenze funzionali del trasporto di 
BoNT/A 
 
Dagli studi finora condotti possiamo osservare che esiste 
una propagazione degli effetti della tossina, sia in senso 
anterogrado che retrogrado. Ci domandiamo adesso se la 
BoNT/A possa alterare i normali cicli di esocitosi ed endocitosi 
a livello sinaptico. Per far questo useremo il saggio che ho 
descritto nei “Risultati” (vedi il paragrafo 3.2.4): usando 
l’anticorpo rivolto contro il dominio luminale della 
sinaptotagmina è stato possibile dimostrare una captazione 
specifica ed attività dipendente di quest’anticorpo, evento che è 
ideale per lo studio di eventuali conseguenze funzionali 




gangli delle radici 
dorsali 
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verificare se le sinapsi contenenti SNAP-25 (e distanti dal sito 
di iniezione) saranno deficitarie nei cicli di eso- ed endocitosi.  
Un altro approccio usato nel nostro laboratorio è stato 
quello di valutare l’ultrastruttura nel sito di iniezione e in 
sinapsi lontane. Un’osservazione è stata quella che le sinapsi 
intossicate hanno una densità di vescicole e una dimensione 
maggiore rispetto a quelle non intossicate. A questo punto ci 
proponiamo quindi di valutare l’ultrastruttura delle sinapsi in 
siti distanti dall’iniezione di BoNT/A, per comprendere se ci 
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